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O câncer, conjunto de doenças responsáveis pela segunda maior causa de morte global, é 
considerado um dos principais problemas de saúde pública atual. O diagnóstico precoce dessa 
doença, associada à melhor escolha da estratégia terapêutica, é fundamental para o sucesso de 
seu tratamento. O câncer de mama, segundo tipo mais incidente, e o de ovário, que, apresenta 
a letalidade mais elevada quando comparada com os demais tipos de câncer do sistema genital 
feminino, são aqueles que se destacam em mulheres. Nesse contexto, a nanobiotecnologia vem 
sendo desenvolvida e ganhando destaque para o diagnóstico precoce e a entrega direcionada de 
fármacos. Com isso, o presente trabalho sugere a associação de azul de metileno a 
nanopartículas de maghemita (MAGCIT-AM) para o tratamento de câncer de mama e de 
ovário. Foram utilizadas duas diferentes linhagens de carcinoma mamário humano (MDA-MB-
231 e T-47D) e de ovário (A2780). As MAGCIT-AM foram obtidas por meio de uma reação 
da maghemita com ácido cítrico. Posteriormente, a amostra permaneceu em diálise por 72 horas 
e o azul de metileno foi adicionado à solução. MAGCIT-AM apresentou diâmetro 
hidrodinâmico de 60,93 nm com índice de polidispersão de 0,199 e potencial zeta de -20,9 mV. 
Nos estudos in vitro as linhagens celulares T47D e A2780, apresentaram uma redução 
significativa da viabilidade celular após o tratamento com MAGCIT-AM, fato não observado 
nas linhagens não tumorais (HNTMC e HUVEC) e MDA-MB-231. Por citometria, pode-se 
concluir que o principal mecanismo de endocitose envolvido na interiorização de MAGCIT-
AM é a via da clatrina e que, a morte celular lítica e a necrose são os principais tipos de morte 
celular causada pelo nanossistema. Pode-se observar por microscopia eletrônica de varredura e 
de luz a alteração da morfologia celular das células tratadas. Experimentos de avaliação da 
produção de EROs confirmam o mecanismo citotóxico causado por MAGCIT-AM, 
evidenciando a importância da produção de espécies reativas de oxigênio para o tratamento de 
células tumorais. Estudos realizados com os compostos separados, demonstram que a 
associação entre o azul de metileno e o núcleo magnético é o responsável pelo potencial 
terapêutico do nanossistema desenvolvido para o tratamento de câncer de mama e de ovário in 
vitro, tendo em vista que o azul de metileno teve sua atividade mais evidenciada quando 
acoplado ao núcleo de MAGCIT.  




Cancer, a group of diseases responsible for the second largest cause of global death, is 
considered one of the main public health problems today. The early diagnosis associated with 
the best choice of therapeutic strategy, is essential for the success for the treatment of these 
diseases. Breast cancer, the second most common type, and ovarian cancer, which has the 
highest lethality when compared to other types of cancer on the female genital system, are those 
that stand out in women. In this context, nanobiotechnology has been developed for early 
diagnosis and targeted drug delivery. In this context, the present work suggests the association 
of methylene blue with maghemite nanoparticles (MAGCIT-AM) for the treatment of breast 
and ovarian cancer. In this work two different human breast carcinoma line (MDA-MB-231 
and T-47D) and one ovary cancer line (A2780) were used. MAGCIT-AM was obtained by 
chemical reaction with maghemite and citric acid. Subsequently, the sample is kept on dialysis 
for 72 hours and methylene blue was added to the solution. MAGCIT-AM presented a 
hydrodynamic diameter of 60,93 nm with a polydispersity index of 0,199 and zeta potential of 
-20,9 mV. In vitro studies showed that T-47D and A2780 cell lines, had a significant reduction 
in cell viability after treatment with MAGCIT-AM, event not observed in non-tumor lines 
(HNTMC and HUVEC) and MDA-MB-231. By cytometry, it can be concluded that the main 
mechanism of endocytosis involved in the interiorization of MAGCIT-AM is the clathrin 
pathway and both lytic death and necrosis are the main types of cell death caused by the 
nanosystem. It can be observed by scanning electron microscopy and light microscopy the 
change in cell morphology. Experiments to evaluate ROS production confirm the cytotoxic 
mechanism caused by MAGCIT-AM, showing the importance of producing reactive oxygen 
species for the treatment of tumor cells. Studies carried out with separate compounds, show that 
the association between methylene blue and the magnetic nucleus is responsible for the 
therapeutic potential of the nanosystem to the treatment of breast and ovarian cancer in vitro, 
considering that methylene blue activity was more evident when coupled to the MAGCIT core.  
Keywords: Breast Cancer; Ovarian Cancer; Nanotechnology; Methylene Blue; Magnetic 
Nanoparticles. 
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O câncer, um conjunto de doenças responsáveis pela segunda maior causa de mortes 
global, ficando apenas atrás das doenças cardiovasculares, é considerado um dos principais 
problemas de saúde pública atual (Siegel et al., 2018). Segundo dados da World Health 
Organization (WHO), estima-se que uma a cada seis mortes globais sejam ocasionadas pelas 
neoplasias, correspondendo a aproximadamente 9,6 milhões de mortes durante o ano de 2018 
(WHO, 2018; INCA, 2018). No Brasil, são estimados a ocorrência de 450 mil novos casos de 
câncer, excetuando-se o câncer de pele não melanoma, entre os anos de 2020 a 2022. Os seus 
tipos mais incidentes são os de próstata, pulmão, cólon e reto e estômago para o sexo masculino; 
e os canceres de mama, cólon e reto, colo do útero e pulmão para o sexo feminino (figura 1) 
(INCA, 2020). 
 
Figura 1. Estimativas para o ano de 2020 das taxas brutas de incidência por 100 mil habitantes e do número de casos 
novos de câncer segundo sexo e localização primária. Fonte: INCA, 2020. 
O desenvolvimento tumoral é resultado da interação entre os fatores genéticos e 
agentes externos biológicos, químicos ou físicos, que podem agir em conjunto iniciando ou 
promovendo o processo de carcinogênese. Os fatores genéticos, mutações no DNA, desarranjos 
hormonais, fatores imunes e epigenéticos, são responsáveis por apenas 5% a 10% de todos os 
cânceres, já os demais números são resultados de comportamentos individuais, como o 
tabagismo, má alimentação, alcoolismo, exposições à agentes mutagênicos, sedentarismo, 
descontrole hormonal, processos inflamatórios crônicos, infecções virais, entre outros 
(Flavahan et al., 2016; Gharibvand et al., 2017; INCA, 2018). 
21 
 
Além dos fatores externos e genéticos que estão relacionados ao desenvolvimento do 
câncer, o envelhecimento também é considerado um elemento fundamental para o progresso 
dessa doença, considerando-se que a neoplasia aumenta de forma proporcional conforme a 
idade dos indivíduos. Estudos justificam essa associação devido ao acúmulo de tempo de 
exposição a fatores de risco combinado com a tendência natural de perda de eficiência dos 
mecanismos de manutenção e reparo das funções celulares (Heitz et al., 2017; Ellison et al., 
2017). 
A neoplasia é ocasionada por uma sequência de eventos mutacionais que levam a duas 
principais características, a proliferação descontrolada e a imortalidade de células somáticas. 
Esses fatores são os considerados mais preocupantes no ponto de vista clínico, tendo em vista 
que eles interferem na capacidade celular de invadir o tecido adjacente e de se estabelecer em 
novos órgãos, o que é denominado metástase (INCA, 2018). Dentre as características 
fundamentais para o desenvolvimento do câncer, estão a evasão ao sistema imune, a promoção 
da inflamação no ambiente tumoral, a imortalidade celular, a capacidade de invasão, a indução 
da angiogênese, a instabilidade genômica, a resistência a apoptose, a desregulação do 
metabolismo energético, a proliferação descontrolada e, finalmente, a evasão aos supressores 
de crescimento celular (figura 2) (Hanahan et al., 2011).  
 
Figura 2. Características fundamentais para o desenvolvimento do câncer. Na figura estão representados os 
principais fatores relacionados a evasão ao sistema imune, a promoção da inflamação no ambiente tumoral, a 
imortalidade celular, a capacidade de invasão, a indução da angiogênese, a instabilidade genômica, a resistência a 
apoptose, a desregulação do metabolismo energético, a proliferação descontrolada e a evasão aos supressores de 
crescimento celular. (Adaptada de Hanahan et al., 2011). 
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Os tumores podem se apresentar de duas maneiras distintas, como uma massa tumoral 
benigna ou maligna. As neoplasias benignas são aquelas em que ocorre o aparecimento da 
massa tumoral, porém, as células que a compõe não apresentam a capacidade de migrar para 
outras regiões corporais, fato distinto nas neoplasias malignas, em que essa massa possui a 
capacidade de romper a membrana basal e invadir os tecidos adjacentes. Estudos de Fouad & 
Aanei (2017) descrevem as oito principais etapas para o surgimento do câncer após as células 
sofrerem diferenciação (I), sendo elas: II) crescimento seletivo e avanço da proliferação celular, 
III) desenvolvimento das células tumorais a partir da adaptação ao estresse local (falha no 
reparo de DNA, proliferação descontrolada, evasão à apoptose, senescência e autofagia); IV) 
formação de vasos sanguíneos (angiogênese); V) invasão e metástase; VI) alterações 
metabólicas (captação desregulada de glicose e aminoácidos, aumento da demanda de 
nitrogênio, alterações na regulação de genes controlados por metabólitos); VII) modificações 
no microambiente por meio da comunicação parácrina entre as células cancerígenas e estromais 
e VIII) modulação imunitária (figura 3).  
 
Figura 3. Processo de carcinogênese. I) diferenciação de uma célula normal em malígna, II) crescimento 
seletivo e avanço da proliferação celular, III) favorecimento do desenvolvimento do tumor a partir da promoção 
de alterações locais pelo estresse, IV) formação de vasos sanguíneos, V) invasão e metástase, VI) alterações 
metabólicas, VII) modificações no microambiente e VIII) modulação imunitária. (Adaptada de Rodrigues, 2018). 
O câncer é considerado um grupo de doenças silenciosas, podendo permanecer 
assintomático durante longos períodos até se tornar detectável (Weimberg, 2014). O 
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diagnóstico precoce dessa doença, associada à melhor escolha da estratégia terapêutica, é 
fundamental para o sucesso do tratamento e aumentar a sobrevida do paciente (WHO, 2018). 
Porém, apesar do avanço nas técnicas para a detecção tumoral, elas ainda apresentam limitações 
em relação a sensibilidade e/ou a resolução para tumores em estágios iniciais, ou seja, detectam 
apenas tumores sólidos com aproximadamente 109 células (Fragioni, 2008). A demora pela 
obtenção do diagnóstico é uma das principais características ligadas à elevada taxa de 
mortalidade dessa doença, tendo em vista que, quando descoberta, a doença já se encontra em 
fases avançadas, podendo até mesmo inviabilizar a cura do paciente (Salzman et al., 2009). 
1.1.1 Câncer de mama 
O adenocarcinoma mamário é o segundo tipo de câncer mais incidente no mundo, 
representando aproximadamente 25,2% de todos os tipos de câncer diagnosticados em 
mulheres; para o Brasil, foram estimados cerca de 66280 novos casos para o ano de 2020, 
(INCA, 2020). 
O câncer de mama é considerado uma doença heterogênea na clínica e na morfologia, 
sendo reconhecidos mais de 20 subtipos diferentes da doença. Fatores genéticos, vida 
reprodutiva, comportamento e estilo de vida estão intimamente relacionados com o 
desenvolvimento dessa doença. Envelhecimento, histórico familiar, densidade do tecido 
mamário, uso de anticoncepcionais orais, menopausa tardia, terapia de reposição hormonal e 
menarca precoce são os fatores de risco mais bem conhecidos para o desenvolvimento do câncer 
de mama (WHO, 2018; INCA, 2018).  
A hereditariedade, em menor proporção, também é outro fator que está relacionado ao 
surgimento dessa doença, uma vez que cerca de 4-9% dos casos são geralmente causados pela 
mutação nos genes das proteínas BRCA1 e BRCA2 em que, sua expressão, aumenta 
consideravelmente o risco do aparecimento da doença, principalmente em mulheres que 
possuem casos familiares com câncer de mama ou de ovário (Fackenthal & Olopade, 2007; 
Narod & Salmena, 2011; Semmler et al., 2019). 
O gene BCRA1, encontrado no braço longo do cromossomo 17, codifica uma proteína 
que participa na regulação do ciclo celular, tendo um papel essencial na regulação da expressão 
gênica. Atuando como supressor tumoral, esse gene está relacionado com o reparo de DNA por 
excisão de nucleotídeos, a regulação dos pontos de controle do ciclo celular, a ubiquitinação de 
proteínas, o remodelamento da cromatina e o silenciamento do cromossomo X. O gene BCRA2, 
encontrado no cromossomo 13 é responsável por codificar uma proteína que, assim como a 
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BCRA1, apresenta um papel na regulação da transcrição, sendo responsável pela manutenção 
da estabilidade genômica por meio de suas atividades de recombinação homóloga, de 
checkpoint mitótico e de localização do centrossomo durante a citocinese (Escobar, 2011).  
A principal classificação molecular utilizada para esse tipo de câncer, baseou-se na 
análise de biomarcadores tumorais, expressão de HER2 e receptores de estrógeno (RE) e 
progesterona (RP), para o melhor diagnóstico e escolha da terapia a ser utilizada. Nos últimos 
anos, o câncer de mama foi classificado, pela técnica de microarray, em cinco subtipos 
principais de acordo com os perfis de marcadores moleculares, dentre eles estão o luminal A, 
luminal B, normal símile, HER2 e basaloide (Geyer et al., 2009). 
O subtipo luminal A é caracterizado pela presença do receptor de RP e/ou RE e 
ausência na superexpressão de HER2 em suas células, já o luminal B exibe ambos os receptores 
hormonais e possui uma alta expressão de HER2. Os normais símiles, agrupam-se com 
fibroadenomas e amostras normais de mama contendo uma alta concentração de células 
estromais, não sendo considerado o subtipo mais incidente desse tipo de câncer (Geyer et al., 
2009). 
Dentre os subtipos classificados, tem-se o câncer HER2+ e o basaloide, contribuindo 
com a maior incidência e mortalidade decorrentes dessa doença. As células HER2+ não 
possuem os receptores hormonais, porém, superexpressam a proteína HER2. O câncer de mama 
basaloide não expressa os receptores hormonais nem a proteína HER2, contribuindo com cerca 
de 80% dos cânceres de mama considerados triplo-negativos (TN) (Almeida et al., 2007; Wang 
et al., 2017; Pedraza-Arévalo et al., 2017; Hilton et al., 2017). 
Assim como nos outros tipos de câncer, o diagnóstico precoce da neoplasia de mama 
reflete significativamente em um bom prognóstico da doença, com a taxa de aproximadamente 
65% de sobrevida das pacientes. A descoberta desse tipo de câncer se dá principalmente com 
os exames periódicos de toque e de mamografia, entretanto, o número de mulheres que chegam 
ao óbito antes do fim do tratamento ainda continua elevado (Nounou et al., 2015; INCA, 2018; 
Nelson et al., 2020).  
1.1.2 Câncer de ovário 
O câncer de ovário é um grupo heterogêneo de neoplasias que possuem características 
clinicopatológicas e moleculares distintas. No Brasil, são esperados cerca de 6650 novos casos 
dessa doença para o ano de 2020. Apesar de ser caracterizado pela sua baixa incidência, a 
letalidade do câncer de ovário é mais elevada quando comparados aos outros tipos de câncer 
dos órgãos reprodutores femininos (Webb & Jordan, 2017). Estudos apontam que o câncer 
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epitelial de ovário (CEO) é considerado o tipo de câncer ginecológico com o maior índice de 
mortalidade mundial mesmo possuindo uma taxa de incidência reduzida (figura 4) (Matz et al., 
2017; Andrade, 2018). 
 
Figura 4. Comparativo da Incidência e Mortalidade dos cânceres ginecológicos femininos, dados da 
Organização Mundial da Saúde. Números referentes à incidência e à mortalidade. Fonte: <https://gco.iarc.fr/>, 
acesso em janeiro de 2020. 
Os três principais tumores malignos encontrados nos ovários são aqueles originados a 
partir do epitélio superficial (95%), das células germinativas e do estroma do cordão sexual 
(5%) (Webb & Jordan, 2017). Os tumores ovarianos de células germinativas são derivados das 
células germinativas primitivas das gônadas embrionárias, comumente são diagnosticados na 
adolescência cujo principais sintomas são, dores abdominais, surgimento de massa palpável e 
elevados níveis de marcador tumoral sérico (Shaaban et al., 2014; Decherney et al., 2016). Os 
tumores do estroma do cordão sexual (TECs) são aqueles com menor incidência. Eles se 
originam a partir das células da matriz do ovário e, uma de suas principais características, é a 
capacidade de produzir hormônios.  
O câncer epitelial de ovário (CEO), ou carcinoma de ovário, é o sétimo tipo de câncer 
mais incidente em mulheres, representando 3,6% das neoplasias femininas e 4,3% das mortes 
em mulheres e o oitavo com maior taxa de mortalidade, causando mais de 140.000 mortes por 
ano (La vecchia, 2017; INCA, 2018). Ele pode ser dividido em cinco principais tipos 
correspondentes aos seus respectivos graus histológicos: carcinomas serosos de alto grau (70%) 
e de baixo grau (<5%), endometriais (10%), células claras (10%) e mucinosas (3%), 




Figura 5. Modelo proposto para o desenvolvimento do câncer epitelial de ovário (CEO) a partir de células-
tronco. A célula tronco de epitélio de superfície do ovário (ESO) é considerada célula de origem. Durante o 
período da ovulação contínua, uma célula tronco ESO normal ou mutada (rosa escuro) nas margens da ferida 
ovulatória fica retina no córtex do ovário formando um cisto de inclusão cortical. A célula-tronco retida é exposta 
a sinais parácrinos aberrantes do nicho estromal ativado (área alaranjada) e/ou sinais autócrinos dentro do lúmen 
cístico (área azulada). Com o tempo essa célula sofre metaplasia Mülleriana, seguida de transformação maligna. 
Dependendo da origem dos sinais de nicho e da aquisição das mutações, a célula-tronco ESO transformada pode 
se diferenciar em diferentes linhagens Müllerianas gerando diferentes tipos de célula CEO. (Adaptada de Ng & 
Barker, 2015). 
Os diversos fatores genéticos como, histórico familiar de câncer de mama ou de ovário, 
mutações nos genes BRCA1 e BRCA 2, menopausa tardia, menarca precoce, endometriose e 
nuliparidade, são de extrema importância, tendo em vista que 5%-10% dos casos estão 
relacionados com a predisposição genética das pacientes (Stewart, 2014). Molecularmente, o 
CEO se caracteriza pela sua heterogeneidade, podendo ser dividido em dois tipos, I e II. Os 
tumores do tipo I possuem, frequentemente, mutações nos genes BRAF, KRAS e PTEN, já nos 
de tipo II, encontram-se os genes p53, BRCA1 e BRCA2 alterados (Jayson et al., 2014). Um 
dos principais problemas encontrados para o tratamento dessa doença é o diagnóstico tardio, 
em que cerca de 70% dos tumores de ovário são diagnosticados em estágios avançados e apenas 
30% dessas pacientes têm chances de sobrevida de cinco anos (Alune et al., 2015).  
Diferenciado de muitos cânceres epiteliais, em que a carcinogênese é acompanhada 
por uma interrupção na diferenciação, o epitélio do ovário sofre metaplasia, ou seja, as células 
modificam seus tipos celulares adquirindo características histológicas de outros tipos de tecidos 
provenientes da mesma linhagem germinativa, como das tubas uterinas (tumor seroso), do 
endométrio (tumor mucinoso), o endocervix (endometrioide) ou até mesmo a vagina (CEO de 
célula transparente) (Ng & Barker, 2015). 
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O diagnóstico tardio, ocasionado pela falta de sintomas em estágios iniciais, é 
considerado um dos principais problemas relacionados a esse tipo de neoplasia, tendo em vista 
que até mesmo as pacientes que descobrem esse câncer nos primeiros estágios possuem apenas 
cerca de 45% de chance de sobrevivência, número que reduz para 15-25% quando 
diagnosticadas em estágios avançados (Webb & Jordan, 2017). Atualmente as metodologias 
mais utilizadas para a descoberta dessa doença é a dosagem de CA-125, marcador tumoral para 
câncer de ovário, e o exame de imagem ecografia endovaginal. Além da falha no diagnóstico 
precoce, a resistência a multifármacos também é um fator que afeta diretamente o tempo de 
sobrevida da paciente. A evolução da resistência à quimioterápicos nessa neoplasia acontece de 
forma gradual e tardia, onde as células tumorais passam a superexpressar transportadores de 
efluxo ATP-dependentes, sendo os mais comuns as P-glicoproteínas (Patch et al., 2015; Chen 
et al., 2016)  
1.2 Tratamentos convencionais para o câncer 
Anos de pesquisa forneceram diversas alternativas terapêuticas para o combate do 
câncer incluindo cirurgia, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal e terapia alvo, sendo 
determinada de acordo com o seu tipo, estágio e localização. Atualmente, sabe-se que as 
abordagens terapêuticas comumente aplicadas para o tratamento dessa doença, apesar de 
promoverem um bom prognóstico ao paciente, oferecem dano a tecidos sadios, erradicação 
incompleta das células tumorais, inúmeros efeitos adversos além de comprometer o sistema 
imunológico do paciente (Castano et al., 2006; Gonzalez-Ângulo et al., 2007; Pedraza-Arévalo 
et al., 2017). 
Em grande parte dos casos, a primeira metodologia realizada é a cirurgia visando a 
remoção total ou parcial do tumor primário para que posteriormente, se prossiga com as demais 
terapias. O processo cirúrgico realizado na remoção do tumor de mama é denominado 
mastectomia que, dependendo da massa tumoral, é necessário a remoção do órgão por 
completo, podendo levar a diminuição da autoestima com a mutilação do órgão (Howes et al., 
2016; Blackburn et al., 2017; Boero et al., 2019). A radioterapia considerada um tratamento 
primário, é baseada em radiações ionizantes. Sua eficiência se baseia em cálculos prévios da 
radiação e do tempo de exposição de acordo com o estágio e o tamanho tumoral. Apesar de se 
mostrar eficaz, essa terapia é comumente associada a quimioterapia e promove diversos efeitos 
nocivos a tecidos normais, ocasionando edemas, disfunção de juntura ou até mesmo 
desencadear complicações cardíacas (Taylor & Kirby, 2015; Falco et al., 2016).  
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A quimioterapia é a mais amplamente utilizada para o combate do câncer. Esse tipo 
de tratamento consiste na utilização de agentes quimioterápicos que visam atingir e eliminar 
preferencialmente células com elevadas taxas de proliferação. Como já demonstrado, a 
utilização dessas drogas não é completamente direcionada, ou seja, as células normais também 
são comprometidas, fato que leva ao desencadeamento de inúmeros efeitos adversos nos 
pacientes como, comprometimento nas funções cognitivas, morte de células sanguíneas, queda 
de cabelo (alopecia), alterações gastrointestinais, perda de apetite e em alguns casos a 
infertilidade (Galluzzi et al., 2015; Madmoli et al., 2018; Chang et al., 2019; Widianti et al., 
2019).  
Outras formas de tratamento que estão sendo desenvolvidas para o tratamento do 
câncer são aquelas denominadas hormonioterapia e imunoterapia. A hormonioterapia, utilizada 
mais comumente no tratamento do câncer de mama e de próstata, consiste na utilização de 
medicamentos para bloquear a ação de hormônios específicos visando a inibição do crescimento 
de células malignas. E a imunoterapia, uma técnica que vem demonstrando resultados eficazes 
na estimulação do sistema imune para o tratamento de diversos tipos de câncer (Abbas et al., 
2015). Apesar dos crescentes avanços no desenvolvimento da hormonioterapia e da 
imunoterapia, os pacientes submetidos a essas técnicas ainda exibem inúmeros efeitos adversos 
ocasionados pela modificação do sistema hormonal e pela quebra da tolerância imunológica 
sistêmica, respectivamente (Lobo, 2017; Beral et al., 2019; Goldberg, 2019).  
Observando os diversos problemas associados aos tratamentos atuais para o combate 
ao câncer, tem-se buscado por novas terapias que ofereçam uma natureza não invasiva e uma 
baixa toxicidade sistêmica, como a nanobiotecnologia.  
1.3 Nanobiotecnologia e terapias alternativas 
A nanobiotecnologia, criação de materiais em escala nanométrica aplicados à biologia, 
vem sendo desenvolvida e ganhando destaque para o diagnóstico precoce e a entrega 
direcionada de fármacos (Jahangirian et al., 2017; Goldberg, 2019). Os sistemas controlados de 
administração de medicamentos vêm sendo amplamente estudados ao longo das últimas 
décadas, resultando em mais de 32.000 artigos sobre os sistemas coloidais (Gorain et al., 2016).  
Os nanocarreadores possuem o tamanho de 1-1000 nm e podem ser compostos de 
diversos materiais e serem modificados para apresentarem características específicas (figura 6). 
A utilização de nanopartículas no câncer possui duas principais vertentes, o diagnóstico e/ou a 
terapia. Para o diagnóstico, as nanopartículas são sintetizadas para identificar as células 
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tumorais, podendo ser utilizadas como agentes de contraste que auxiliam no diagnósticos por 
diversas técnicas como ressonância magnética, tomografia computadorizada, ultrassom, 
tomografia por emissão de pósitrons (PET – Positron Emission Tumography) e tomografia 
computadorizada por emissão de fóton único (SPECT – Single Photon Emission Computed 
Tumography) (Mishra et al., 2017). Dentre os nanossistemas que estão sendo desenvolvidos 
para o diagnóstico, estão as nanopartículas de ferro que atualmente são utilizadas para a 
detecção de tumores primários e metástases como agentes de contraste para a ressonância 
magnética (Li et al., 2012). 
 
Figura 6. Diferentes tipos de nanopartículas (NPs). Representação gráfica das NPs comumente utilizadas para 
aplicações biomédicas. Possuem entre 1-1000 nm e exibem grande potencial para a entrega de drogas. (Adaptada 
de Masserini, 2013). 
Visando o tratamento, as nanopartículas podem ser projetadas para se associar à 
fármacos ou moléculas com o objetivo de agirem de modo direcionado e com segurança, além 
de aumentar a disponibilidade do agente. O aumento da biodisponibilidade de fármacos 
associado ao acúmulo do mesmo nos tumores, confere à nanobiotecnologia um aumento da 
eficácia terapêutica e uma redução da toxicidade sistêmica derivada dos diversos tratamentos 
(Werner et al., 2012).  
1.3.1 Nanopartículas magnéticas 
As nanopartículas magnéticas (NPM) podem ser constituídas de diferentes ferritas, 
como ferro, manganês, zinco, cobalto, sendo as mais comuns as compostas por óxidos de ferro 
magnetita (Fe3O4) e maghemita (γ-Fe2O3). Devido ao reduzido tamanho nanométrico, 
geralmente variando entre 10 e 20 nm, as nanopartículas de ferro exibem propriedades 
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superparamagnéticas, comportando-se como uma estrutura paramagnética que responde 
rapidamente a um campo magnético com magnetismo residual e coercividade quase nulas 
(Gupta & Gupta, 2005; Lu et al., 2007). Os nanossistemas magnéticos podem estar ou não 
associados à diferentes fármacos (Duncan & Gaspar, 2011) e, uma vez funcionalizados, eles 
possuem um vasto campo de aplicação biomédica, sendo utilizados preferencialmente para o 
tratamento e diagnóstico do câncer (Carneiro et al., 2013). As NPMs estão sendo amplamente 
utilizadas como carreadores de quimioterápicos, em terapias fotodinâmicas e em técnicas como 
a magnetohipertermia, terapia baseada na aplicação de um campo magnético alternado para a 
liberação de energia térmica gerando um aquecimento local e levando à morte das células 
malignas (Portilho et al., 2010). Além da capacidade terapêutica, devido ao fato de possuírem 
um núcleo magnético, elas também estão sendo utilizadas no diagnóstico por ressonância 
magnética apresentando alta sensibilidade e resolução, evidenciando sua penetração ilimitada 
em tecidos biológicos (Yigit et al., 2012). Uma das vantagens no desenvolvimento NPM 
diagnósticas é a maior biocompatibilidade e apresentação de um maior tempo de circulação que 
o agente de contraste comumente utilizado na clínica, o gadolíneo (Kim et al., 2011).  
Observando tanto as funções terapêuticas como de diagnóstico, conclui-se que as 
NPMs são consideradas importantes promissores de teragnósticos, tendo em vista que se pode 
combinar o direcionamento magnético com o biológico para a detecção de tumores e células 
tumorais circulantes aumentando, assim, a detecção e destruição de micrometástases (Lim et 
al., 2011; Cheng et al., 2012; Lopes, 2012). 
1.4 Azul de metileno (AM) 
O azul de metileno (figura 7) é um corante histológico pertencente à classe dos 
compostos fenotiazínio que possui forte absorção na banda larga de luz vermelha (550-700 nm, 
ʎ máximo 664 nm) e forte eficiência fotodinâmica. No ano de 2011, foi aprovado pela Food 
and Drug Administration (FDA) para administração oral e intravenosa no tratamento de 
metahemoglobinemia, uma desordem caracterizada pela presença de meta-hemoglobina no 
sangue em nível um pouco mais elevado do que o normal. Por não se ligar ao oxigênio, a meta-
hemoglobina pode levar a uma injúria eritrocitária, anemia funcional, hipóxia, ácidos tecidual, 




Figura 7. Estrutura molecular do azul de metileno. Retirado de Moubarak et al., 2018. 
Esse agente tem sido amplamente utilizado para a foto-oxidação de moléculas naturais 
e sintéticas por meio de duas principais vias fotoquímicas, aquela em que a energia tripla é 
transferida para o oxigênio originando o oxigênio singleto (ᴓ = 0,52) e aquela em que a redução 
de agentes doam um elétron ao AM formando um radical semi-reduzido (Tardivo et al., /2005).  
Em altas concentrações, as moléculas de AM podem funcionar como agentes redutores 
e seus radicais semi-reduzidos podem agir como um superóxido e levar a formação de oxigênio 
seguida de outras espécies reativas de oxigênio (EROs), incluindo o radical hidroxila. Devido 
a sua elevada capacidade de geração de EROs e a sua baixa toxicidade, esse composto vem 
sendo estudado como um agente no tratamento de diversos tipos de câncer (DeRosa & 
Crutchley, 2002; Rozenholc et al., 2019; Yaroslavsky et al., 2019). Sabe-se que as reações 
induzidas pela excitação de AM causam diversos danos a biomoléculas como, ácidos nucleicos, 
proteínas e lipídeos (Tardivo et al., 2005; Silman et al., 2013; Wu et al., 2018). Um dos 
obstáculos limitantes para a aplicação biomédica de AM é a dificuldade na preparação de 
formulações farmacêuticas que permitam sua administração sem perda da eficiência 
terapêutica. Tendo isso em vista, a funcionalização de nanossistemas com esse agente vem 
sendo estudada para possibilitar seu uso no tratamento de diversos tumores.  
1.5 Espécies reativas de oxigênio (EROs) e câncer  
As espécies reativas de oxigênio (EROs) são um grupo de moléculas (quadro 1), 
altamente reativas que podem induzir danos a diversas biomoléculas como, ácidos nucleicos, 
proteínas e lipídeos. Sua forma mais reativa e danosa é o oxigênio singleto (¹O2), uma forma 







Quadro 1. Espécies Reativas de Oxigênio. 
RADICAIS NÃO RADICAIS 
Superóxido˙ˉ Peróxido de hidrogênio H2O2 
Hidroxila OH˙ Ácido hipocloroso HOCl 
Peroxila LO2 Ozônio O3 
Alkoxila LO˙ Oxigênio singlete ¹O2 
Hidroperoxila HO2 Peróxidos lipídicos LOOH 
Fonte: Halliwell, 1993. 
A produção de EROs ocorre em consequência de diversos processos metabólicos nos 
organismos, suas principais fontes são: reações catalisadas por metais, produção pelos 
neutrófilos, eosinófilos e macrófagos durante a inflamação, subprodutos de mitocôndrias 
catalisados pelas reações de transporte de elétrons, entre outros (Halliwell & Gutteridge, 1993; 
Halliwell & Cross, 1994; Halliwell & Whiteman, 2004; Valko et al., 2006). A síntese dessas 
espécies reativas é uma característica intrínseca do metabolismo aeróbico que, quando 
produzidas em larga escala, exercem efeitos danosos em biomoléculas podendo acarretar 
mutações genéticas, comprometimento de membranas, agregação de proteínas e até mesmo 
morte celular.  
Diante do desequilíbrio entre os sistemas oxidantes, também foram averiguados e 
comprovados a existência de moléculas antioxidantes responsáveis por proteger os sistemas 
biológicos contra os efeitos danosos de processos ou trações que promovam a oxidação de 
macromoléculas ou estruturas celulares (Borut, 2011; Halliwell, 2012). As principais 
substâncias antioxidantes protegem os alvos celulares dos ataques dos radicais livres das 
seguintes formas: (I) removendo as espécies reativas de oxigênio utilizando enzimas catalíticas 
ou por reações químicas diretas, (II) minimizando a produção de radicais livres, (III) blindando 
os íons de metais requeridos para aumentar a reatividade das espécies, (IV) reparando os danos 
sofridos nos alvos celulares ou (V) destruindo ou reparando moléculas (Thomas, 2003; 
Vasconcelos et al., 2007; Barbosa et al., 2010).  
Esses antioxidantes agem em três linhas de defesa principais, a de prevenção, proteção 
contra a formação de substâncias danosas; a interceptação de radicais livres e, por último a de 
reparo, remoção de danos da molécula de DNA e reconstituição de membranas celulares 
danificadas, sendo que essa ocorre quando as duas primeiras linhas descritas não forem 
completamente efetivas.  
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Estudos atuais mostram evidências do envolvimento de EROs na regulação de 
inúmeras vias de sinalização que controlam importantes processos biológicos como, migração, 
diferenciação, proliferação, apoptose, adaptação ao estresse e até mesmo expressão gênica. O 
estresse oxidativo ocasionado pela grande quantidade de EROs se associa com a iniciação, 
promoção e progressão da carcinogênese, vias PI3K/Akt/mTOR e MAPK/ERK, entretanto já 
se é comprovado que níveis elevados de EROs pode aumentar o estresse oxidativo e induz a 
morte de células cancerígenas (Reczek & Chandel, 2017). Para evitar o acúmulo de EROs e 
posterior morte celular decorrente do estresse, as células cancerígenas aumentam sua 
capacidade antioxidante e mantém esses níveis que permite a ativação de vias de sinalização 
pró-tumorigênica sem induzir a morte celular (Freitas, 2014).  
Atualmente, inúmeras terapias com a finalidade de aumentar a produção de espécies 
reativas de oxigênio e ocasionar estresse oxidativo vem sendo estudadas como um possível 
tratamento para diversos tipos de câncer isso por que, quando os níveis de EROs estão muito 
altos, pode ocorrer a interrupção do ciclo celular, senescência e morte de células cancerígenas 
(Reczek & Chandel, 2017). Tendo em vista que as células cancerígenas apresentam níveis 
elevados de EROs em comparação com as células normais, elas se tornam mais vulneráveis à 





Figura 8. Progressão tumoral e espécies reativas de oxigênio (EROs). A ativação do oncogene e a perda do 
supressor de tumor podem gerar EROs para promover a sinalização pró-proliferativa e hiperplasia. Para evitar o 
acúmulo de EROs, as células cancerígenas regulam positivamente o regulador antioxidante NRF2 (fator nuclear 
relacionado ao eritróide 2) e aumentam o fluxo através da via pentose fosfato (PPP) para gerar NADPH. À medida 
que o tumor sólido cresce, a acessibilidade da vasculatura torna-se limitada, desse modo, as regiões tumorais internas 
tornam-se hipóxicas, ou seja, possuem baixos níveis de oxigênio, e são privadas de glicose, aumentando ainda mais 
os níveis de EROs. Quando os níveis de glicose estão reduzidos, o PPP é o principal caminho para o aumento da 
produção de NADPH. Em vez disso, as células tumorais ativam as vias do AMPK e de um carbono para melhorar a 
produção de NADPH e manter a homeostase redox. Os níveis de EROs aumentam ainda mais quando as células 
cancerígenas desaderem da matriz extracelular, invadem a membrana basal e entram no ambiente antioxidante 
sanguíneo. Para continuar o seu crescimento independente da ancoragem e as metástases à distância, as células 
aumentam sua capacidade antioxidante, aumentando a produção de NADPH por meio da carboxilação redutiva 
dependente de isocitrato desidrogenade 1 (IDH1) e das vias de metabolismo de um carbono. Ao perturbar a 
homeostase redox das células tumorais, a progressão do tumor e a metástase podem ser evitadas. (Adaptada de Reczek 





Apesar dos avanços terapêuticos, o câncer ainda é um grupo de doenças com alta 
incidência mundial. Seu diagnóstico tardio e impreciso associado aos tratamentos 
convencionais utilizados para o combate dessas doenças ainda não foram capazes de reduzir 
seus prejuízos socioeconômicos. Dentre os cânceres que acometem as mulheres, destacam-se o 
câncer de mama, segundo tipo mais incidente, e o de ovário, que, apesar de não apresentar uma 
alta incidência, sua letalidade é a mais elevada quando comparada aos demais tipos de câncer 
do sistema genital feminino. Atualmente, as estratégicas terapêuticas utilizadas no tratamento 
desses tumores apresentam reações adversas comprometendo a saúde e a qualidade de vida do 
paciente, além da possibilidade de aparecimento de células tumorais resistentes.  
Nesse contexto, a busca por novos agentes diagnósticos que possam levar a uma 
detecção precoce e precisa, e por novas alternativas terapêuticas visando um melhor 
direcionamento do fármaco e diminuição da toxicidade sistêmica tem sido amplamente 
estudado pela comunidade científica. Tendo em vista o desenvolvimento de terapias mais 
eficazes para o combate ao câncer, o presente trabalho sugere a associação de azul de metileno 





3.1 Objetivo geral 
Este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial anti-tumoral de nanopartículas de 
maghemita associada ao azul de metileno em diferentes células de carcinoma mamário humano 
(MDA-MB-231 e T-47D) e de ovário (A2780) in vitro.  
3.2 Objetivos específicos  
• Síntese e caracterização coloidais e morfológicas das nanopartículas de maghemita 
associadas ao azul de metileno (MAGCIT-AM); 
• Avaliação da viabilidade celular, do tipo de morte celular, e da produção de espécies 
reativas de oxigênio pelas células tumorais e normais (HUVEC e HNTMC) após 
tratamento com MAGCIT-AM; 
• Avaliar a internalização e as alterações morfológicas nas células estudadas após tratamento 
com MAGCIT-AM; 
• Investigar a capacidade de formação de colônias nas linhagens tumorais após tratamento 
com MAGCIT-AM;  
• Verificar o perfil de endocitose de MAGCIT-AM e a alteração do ciclo celular em células 




4. Materiais e Métodos  
4.1 Reagentes 
Os reagentes utilizados para a realização dos experimentos desse projeto estão listados 
no quadro 2 abaixo. 
Quadro 2. Reagentes utilizados para a realização dos experimentos 
Fabricante Materiais 
Dinâmica, Brasil 
Formaldeído P.A. – ACS; Acetona P.A. 
- ACS 
GE HealthCare, UK 
Amersham ECL Prime Western 
Blotting Detection Reagent 
GIBCO,EUA 
DMEM; RPMI; DMEM-F12; Soro 
Fetal Bovino (SFB); Tripsina 0,25% 
em EDTA; Solução Antibiótica 
(penicilina e estreptomicina) 
Hatfield PA, EUA Azul de metileno 
Invitrogen, EUA Alamar Blue; Anexina-V cj FITC 
Laborclin, Brasil Tampão Fosfato Salino (PBS) 
Molecular Probes, EUA Iodeto de Propídeo, Prolong Gold 
Polysciences, EUA Tetróxido de ósmio; Acetato de uranila  
Roche, Suiça Complete Tablets, Mini EDTA-Free 
Sigma-Aldrich, EUA 
Anticorpo anti-clatrina; Anticorpo anti-
mouse cj. Alexa 546; Anticorpo α-
tubulina, DCFH-DA; Bicinchoninic 
Acid Protein Assay Kit, DAPI; RNase 
A solution; Formvar solution 
Vetec, Brasil Paraformaldeído 37% 
 
4.2 Delineamento experimental  




Figura 9. Diagrama do delineamento experimental desenvolvido no trabalho 
4.3 Síntese das nanopartículas de maghemita associadas ao azul de metileno 
(MAGCIT-AM) 
A síntese das nanopartículas de maghemita foi realizada no Laboratório de Polímeros 
e Nanomateriais (LabPolN) do Instituto de Química da Universidade de Brasília, com a 
supervisão do Prof. Dr. Leonardo Giordano Paterno por meio da coprecipitação hidrotérmica 
em meio alcalino a 100ºC (Filomeno, 2015). Para o equilíbrio das cargas superficiais, as 
nanopartículas foram peptizadas em meio ácido aquoso ajustando-se o pH e a força iônica com 
uma solução de HNO3. A funcionalização da superfície da partícula com a solução de ácido 
cítrico foi realizada por meio da agregação da solução de ácido cítrico a 0,05 M à solução de 
nanopartículas de maghemita a 90 mg/L. Posteriormente, a solução foi deixada em ultrassom 
durante 1 h e em diálise em água deionizada por 72 h com troca de água a cada 24 h. 
Posteriormente, a solução foi sonicada por 10 min a amplitude de 25% e o pH foi ajustado para 
o valor de 6.6 por meio da adição de solução de NaOH a 1 M. A adição do azul de metileno 
(AM) às nanopartículas funcionalizadas com o citrato ocorreu por meio da junção, em agitação 
magnética constante, da solução de AM a 1 g/L às nanopartículas.  
4.4 Caracterização e Estabilidade Termodinâmica de MAGCIT-AM  
39 
 
As nanopartículas de maghemita associadas ao azul de metileno foram caracterizadas 
em termos de seus diâmetros hidrodinâmicos (DH), potencial zeta e índices de polidispersão 
(PdI) em espalhamento de luz dinâmica (DLS) utilizado Zetasizer® NanoZS (Malvern 
Instruments Malvern, UK) em que as medições foram realizadas a 25 ºC e ângulo de dispersão 
fixo de 90º, após a diluição da solução em água ultrapura. Para a caracterização do tamanho, da 
distribuição, da intensidade e da concentração das nanopartículas foi utilizado o equipamento 
NanoSight LM20 (NanoSight, Reino Unido) com o software NTA 2.0 Analytical (NanoSight, 
Reino Unido). Todas as medições foram realizadas no Laboratório de Biomembranas, Instituto 
de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) em parceria com a Profa. Dra. 
Eneida de Paula. 
4.5 Espectroscopia do Ultravioleta (UV)-Visível e Espectroscopia do Infravermelho 
por Transformada de Fourier (FTIR) 
Para a confirmação da associação entre o AM ao núcleo magnético, as amostras de 
AM, MAGCIT e MAGCIT-AM foram diluídas em água ultrapura e analisadas por 
espectroscopia de absorção de UV-Vis em espectrofotômetro UV-Vis Cary 5000 UV-Vis-NIR 
(Agilent Technologies). Foram analisados os comprimentos de onda entre 200 – 800 nm. O 
estudo dos grupos funcionais presentes na amostra, assim como a confirmação de associação 
entre AM e MAGCIT foi realizado a partir de espectroscopia no infravermelho por 
transformada de Fourier (FTIR). Os resultados foram adquiridos em microscópio de 
infravermelho de transformada de Fourier Continuum FTIR 6700 (Thermo Fisher, EUA) em 
modo de Brometo de Potássio (KBr). Ambas as análises foram realizadas no Laboratório 
Multiusuário do Instituto de Química da Universidade de Brasília-UnB, Brasília, DF. 
4.6 Espectroscopia de Fluorescência 
Os espectros de fluorescência de MAGCIT-AM foram adquiridos a partir de soluções 
aquosas das amostras MAGCIT, AM livre e MAGCIT-AM. As análises foram realizadas em 
cubeta de quartzo com caminho óptico de 1 cm a partir do espectrômetro Lumina Fluorescence 
(Thermo Scientific) disponível no Laboratório Multiusuário do Instituto de Química da 
Universidade de Brasília-UnB, Brasília, DF. 
4.7 Manutenção das linhagens celulares 
Para a realização dos ensaios biológicos in vitro foram selecionadas duas linhagens de 
carcinoma mamário, MDA-MB-231 (triplo negativa) e T-47D (positiva para receptores de 
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estrógeno e progesterona); uma linhagem de câncer de ovário, A2780 e uma não tumoral 
HUVEC (célula isolada do epitélio de cordão umbilical estabelecida em laboratório). As 
linhagens celulares foram adquiridas no Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ, RJ). As 
células de cultura primária de células mesenquimais não tumorais humanas de polpa dentária 
(HNTMC) foram obtidas a partir de cultivo primário de polpa dentária de voluntários saudáveis 
no Laboratório de Microscopia Eletrônica da Universidade de Brasília – UnB sob aprovação 
do Comitê de Ética Humana da Universidade de Brasília (UnBDOC 104934/2008). 
As células HNTMC, HUVEC, A2780 e T-47D foram cultivadas em meio Dubelcco’s 
Modified Eagle Medium (DMEM), DMEM-F12 e RPMI, respectivamente. Todos os meios 
foram suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibiótico (100 µg/mL penincilina 
e 100 µg/mL streptomicina) a 1%. As células foram mantidas em incubadora a 37ºC, 5% de 
CO2 e umidade de 80%. A linhagem MDA-MB-231 foi cultivada em meio L-15 acrescido de 
10% de SFB e 1% de antibiótico e mantidas em incubadora a 37 ºC e umidade de 80%. 
4.8 Ensaios de Viabilidade Celular 
A viabilidade das células normais e tumorais humanas tratadas com nanopartículas de 
maghemita associadas ao azul de metileno foi determinada pelo ensaio padrão por Alamar Blue 
(alamarBlueTM Cell Viability Reagent, InvitrogenTM). Células plaqueadas em placas de 96 
poços e tratadas com diferentes concentrações de nanopartículas de maghemita associadas ao 
azul de metileno (MAGCIT-AM) (3,12; 1,56; 0,78 e 0,39 µg/mL) e seus respectivos controles, 
AM (5,0; 2,5; 1,25 e 0,625 µg/mL) e MAGCIT (3,894 µg/mL) por diferentes tempos (24, 48 e 
72 h), foram incubadas com o reagente alamarBlue™ durante 2 h. Posteriormente, as células 
foram levadas ao espectrofotômetro SpectraMax M5 (Molecular Devices, EUA) e lidas por 
fluorescência (ʎex. 560; ʎem. 590). O ensaio de Alamar Blue foi realizado em triplicata para 
cada concentração utilizada. Os experimentos ocorreram em série de três repetições. 
4.9 Ensaio de Formação de Colônia e Recuperação Celular 
Com a finalidade de avaliar a capacidade de formação de colônias e recuperação 
celular após o tratamento com MAGCIT-AM, as células T-47D, A2780, HUVEC, MDA-MB-
231 e HNTMC foram plaqueadas em placas de 24 poços (1x105 células/poço) e, após sua 
adesão, foram tratadas com as nanopartículas MAGCIT-AM (0,78 µg/mL de AM) por 48 horas. 
Passado esse tempo, as células sobreviventes foram lavadas com PBS 1X, contadas em Câmara 
de Neubauer e replaqueadas em placas de 6 poços (1x103 células/poço) com meio RPMI. As 
células ficaram em cultivo por 5 dias com renovação de meio de 2 em 2 dias. As colônias 
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formadas foram fixadas em dois banhos de metanol puro e coradas com cristal violeta 0,5% em 
água destilada. As imagens foram obtidas pelo estereoscópio LEICA M205 C (Leica – 
Alemanha) acoplado à câmera LEICA DFC295 (Leica – Alemanha) no aumento de 8x. 
4.10 Análise da ultraestrutura de MAGCIT-AM por microscopia eletrônica de 
transmissão 
A ultraestrutura de MAGCIT-AM foi analisada em microscópio eletrônico de 
transmissão (MET) JEOL JEM-1011 (JEOL, Japan). As nanopartículas foram diluídas em água 
ultrapura e, após esse processo, 5 µL da solução foram adicionadas nas telas de cobre de 300 
“mesh” cobertas com o filme Formvar® 0,4%. As amostras foram analisadas em MET a 80 kV 
e processadas em câmera UltraScan® conectada ao programa Digital Micrograph 3.6.5® (Gatan, 
USA). 
4.11 Caracterização da morte celular induzida por MAGCIT-AM 
A análise do tipo de morte celular induzida pelo tratamento de MAGCIT-AM foi 
realizada pela marcação das células tumorais (MDA-MB-231, T-47D e A2780) e das células 
controle (HUVEC e HNTMC) com Anexina V-FITC e Iodeto de Propídio (PI). Para o ensaio 
5x105 células foram plaqueadas em placas de 12 poços e, após 24 h, as linhagens foram 
incubadas com o tratamento MAGCIT-AM (0,78 µg/mL de AM) ou com o volume equivalente 
de meio de cultivo (controle). Os tratamentos foram deixados durante 48 h e, 30 min antes de 
completar o tempo esperado, o grupo controle de apoptose foi tratado com 10 mM de peróxido 
de hidrogênio. Posteriormente, as células aderentes e em solução foram recolhidas e 
centrifugadas a 300g por 3 min para a retirada do meio. Os pellets obtidos foram lavados com 
PBS e, após esse processo, ressuspendidos em 100 µL de tampão de ligação de anexina V (10 
mM HEPES, 140 mM NaCl e 2,5 mM de CaCl2 – pH 7,4). O grupo controle de necrose foi 
aquecido à 100ºC por 10 min. Foram adicionados 3 µL de anexina-V nas amostras que ficaram 
incubadas com a solução por 15 min à temperatura ambiente e protegidas da luz. Passado esse 
período, 400 µL do tampão de ligação da Anexina V foram adicionados, seguido da adição de 
500 µL da solução de PI (PBS e Iodeto de Propídeo, concentração final de 2 µg/mL). A células 
foram incubadas por mais 5 min no gelo, lavadas com PBS e, a partir desse momento, as 
amostras foram analisadas pelo citômetro FACSCalibur (Becton Dickinson), canais FL-2 e FL-
1, com o auxílio do software CellQuest-Pro para análise dos dados. O estudo foi composto por 
3 experimentos independentes realizados em monoplicata e a quantificação do tipo de morte 
celular foi determinada utilizando-se a plataforma do software FlowJo. 
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4.12 Análise do ciclo celular por marcação com iodeto de propídio (PI) 
A fim de quantificar as populações celulares que estavam em G0/G1 (2N de DNA), 
em G2/M (4N de DNA) e em fase S (quantidade intermediária de DNA), foi realizado o ensaio 
de marcação de DNA com o PI e análise em citômetro de fluxo. As células (3x105) foram 
plaqueadas em placas de 12 poços, após 24 h, foram tratadas com meio de cultivo (controle) ou 
com MAGCIT-AM. Passadas 24 h, as células foram desaderidas e centrifugadas à 300 g por 3 
min para a retirada do meio de cultura. O pellet foi lavado em 500 µL de PBS 1X, 4,5 mL de 
etanol 70% e mantido por 2 h no gelo para fixação. Posteriormente, as células foram lavadas 
com PBS e incubadas em solução de PI (0,1% de triton X-100, 10 µg/mL de PI e 100 µg/mL 
de RNase livre de DNase) diluído em PBS por 10 min a temperatura ambiente. Após a 
incubação, as amostras passaram por um processo de centrifugação e foram ressuspendidas em 
PBS 1X e 8000 eventos de cada amostra foram analisados por citometria de fluxo. O conteúdo 
de DNA das células nas diferentes fases do ciclo foi determinado pela plataforma de ciclo 
celular do software FlowJo. Foram realizados três experimentos independentes.  
4.13 Análise da morfologia celular das linhagens por microscopia eletrônica de 
varredura 
A fim de analisar as diferençar morfológicas presentes na superfície celular em 
decorrência do tratamento com MAGCIT-AM, as células tumorais e não tumorais foram 
analisadas em microscópio eletrônico de varredura (MEV). (JEOL, Japan). Inicialmente, 104 
células foram plaqueadas em lamínulas 18x18 mm colocadas em placas de 6 poços. Após 48 h 
de tratamento, ocorreu descarte do meio de cultivo e do tratamento e as células passaram pelo 
processo de lavagem com PBS 1X, e foram fixadas com fixador Karnovisky (2% de 
paraformaldeído, 2% de glutaraldeído em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,2) overnight 
à 4 ºC. Posteriormente ao descarte do fixador, as linhagens foram lavadas com tampão 
cacodilato de sódio 0,1 M. As células foram pós-fixadas, por 30 min, com tetróxido de ósmio 
2% e lavadas com água destilada. As células passaram por uma desidratação seriada com 
concentrações crescentes de acetona (30%-100%), pela secagem ao ponto crítico CPD 030 
(BALZERS, EUA) e metalização SCD 500 (LEICA, Germany) para serem analisada no 
Microscópio Eletrônico de Varredura JSM-7001F (JEOL, Japan). Além da análise morfológica, 
as amostras passaram pelo processo de análise de constituição elementar por EDS utilizando o 
mesmo equipamento. Foi realizada a técnica de Point&Shoot (NSS Spectral Imaging) sendo 
observado a quantidade relativa do elemento ferro (Fe). 
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4.14 Análise da morfologia celular por microscopia de luz 
Para o estudo das alterações morfológicas das células tumorais (MDA-MB-231, T-
47D e A780) e não tumorais (HUVEC e HNTMC) foram plaqueadas 1x105 células de cada 
linhagem em placas de 12 poços. Após 24 h foi adicionado o tratamento MAGCIT-AM (0,78 
µg/mL de AM) ou somente o meio de cultura a qual permaneceu incubada durante 48 h. As 
imagens foram obtidas com o auxílio do software AxioVision 100 no Microscópio de luz 
Axiovert (Zeiss, Alemanha) do Laboratório de Baculovírus, Universidade de Brasília, UnB.  
4.15 Análise qualitativa da produção de EROs por Microscopia de Fluorescência 
O estudo qualitativo da produção de espécies reativas de oxigênio foi realizado em 
Microscópio de Fluorescência Axiphot (Zeiss, Germany). As células (1x104) foram plaqueadas 
em placas de 12 poços sob lamínulas redondas previamente esterilizadas. Após 24 h, foi 
adicionado o tratamento MAGCIT-AM (0,78 µg/mL de AM), em determinados grupos, que foi 
mantido por 6 h. O reagente fluorescente utilizado para a visualização de EROs foi o 2’7’-
Dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA) a 0,01 g/mL incubado por 30 min nos poços de 
interesse. Posteriormente, as lamínulas foram lavadas com PBS 1X e fixadas com formaldeído 
3,7% por 15 min em agitação constante. Para a marcação do DNA celular, as lamínulas foram 
incubadas com DAPI 300 nM por 7 min em temperatura ambiente. Por fim, as lamínulas foram 
lavadas com PBS, novamente, e montadas com Prolong Gold Antifade. 
4.16 Quantificação da produção de EROs por Espectrofotometria e Citometria de 
fluxo 
Para a quantificação da produção de EROs antes e após tratamento, foram realizados 
dois experimentos, sendo um em Espectrofotômetro SpectraMax M5 (Molecular Devices, 
EUA) e outro em citômetro de fluxo FACSCalibur (BD, EUA). Em ambos os experimentos, 
foram plaqueadas 1x104 células que, posteriormente, foram tratadas com MAGCIT-AM (0,78 
µg/mL de AM). Após o tempo de tratamento de 6 h, as células foram incubadas com DCFH-
DA por 30 min e levadas para a espectrofotometria a serem analisados pelo programa SoftMax 
Pro 6.2. Já para o estudo em citômetro de fluxo, as linhagens passaram pelos processos de 
desaderência, lavagem em PBS 1X e, somente após essas etapas, foram levadas ao equipamento 
para análise.  
4.17 Estudo de endocitose 
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Para a análise das vias de endocitose que participavam da internalização celular de 
MAGCIT-AM, as células (1x104) foram semeadas em placas de 12 poços. Após 24 h, cada 
poço foi individualmente incubado com diferentes inibidores sendo, um de pinocitose 
(citocalasina D), dois de caveolina (Nistatina e Filipina) e um de clatrina (Óxido de Fenilarsina), 
mantidos nas células durante 30 min antes do tratamento. A inibição da via de endocitose 
mediada por ATP foi realizada através da incubação das amostras a 4 ºC por 30 min. Passado 
o tempo necessário, realizou-se os tratamentos, MAGCIT-AM (0,78 µg/mL de AM) ou meio 
de cultivo somente, permanecendo durante 6 h. Posteriormente, as células foram desaderidas, 
lavadas com PBS 1X e levadas ao citômetro de fluxo para aquisição de dados pelo canal FL-4.  
4.18 Análise estatística  
Os dados obtidos foram analisados em programa Graphpad Prism 5.0 submetidos a 
testes específicos com confiança estatística de 95%. Foram utilizados os testes de Anova One 




5. Resultados  
5.1 Obtenção e caracterização de MAGCIT-AM 
A solução de MAGCIT-AM obtida após a síntese apresentou uma coloração marrom-
azulada translúcida, a qual era modificada à medida que se adicionava quantidades crescentes 
de azul de metileno (1 g/L). O nanossistema, apresentou o potencial zeta (PZ) decrescente e 
diâmetros hidrodinâmicos (DH) crescentes conforme se aumentava a concentração de azul de 
metileno (tabela 1). Para o desenvolvimento do trabalho foi escolhida a solução numerada como 
3, que apresentou diâmetro hidrodinâmico de 60,93 ± 0,36 nm e índice de polidispersão de 
0,199 ± 0,009, indicando a presença de uma população de partículas monodispersas. O 
potencial Zeta da solução escolhida foi de -20,9 ± 2,00 mV.  
Tabela 1. Propriedades de MAGCIT-AM  
Amostras DH médio (nm) PdI PZ (mV) 
MAG-CIT (pH 6,6) 54,69 ± 0,08  0,185 ± 0,014  -31,9 ± 1,58 
MAGCIT-
AM 
Solução 1 (11 µg/mL) 54,02 ± 0,70  0,243 ± 0,021 -30,5 ± 2,69 
Solução 2 (20 µg/mL) 63,06 ± 0,55 0,211 ± 0,027 -31,0 ± 1,72 
Solução 3 (31 µg/mL) 60,93 ± 0,36 0,199 ± 0,009 - 20,9 ± 2,00 
Solução 4 (53 µg/mL) 135,00 ± 1,32  0,166 ± 0,010 -26,5 ± 1,55 
MAGCIT = solução de nanopartículas de maghemita associada ao citrato, MAGCIT-AM = 
nanopartículas de maghemita associadas ao citrato e ao azul de metileno, DH = diâmetro 
hidrodinâmico, PdI = índice de polidispersão, PZ = potencial zeta  
Ressalta-se ainda que essas variáveis se mantiveram estáveis com pequenas alterações 
não significativas entre os tempos analisados (figura 10). Com os ensaios de NTA, foi possível 






Figura 10. Estabilidade coloidal de MAGCIT-AM no período de 180 dias. (A) Diâmetro 
Hidrodinâmico (DH) e Índice de Polidispersão (PdI) (B) Potencial Zeta (PZ). 
Com a finalidade de estudar as alterações dos parâmetros físico-químicos de 
MAGCIT-AM, a solução foi submetida a diferentes valores graduais de pH (3, 5, 7, 9 e 11) e, 
novamente foram obtidos os valores de DH, PdI e PZ. Na figura 11 observa-se que a partícula 
se mantém estável em pHs superiores a 5, tendo uma pequena variação em seu PZ. Em pH 




Figura 11 Variação do potencial zeta, diâmetro hidrodinâmico e índice de polidispersão 
em valores graduais de pH. A amostra MAGCIT-AM foi diluída (1:100) em soluções com 
valores de pH 3, 5, 7, 9 e 11. (A) variação do DH, (B) variação do PdI, (C) variação do PZ, 
todos ao longo do gradiente de pH.  
A figura 12, elucida a ultraestrutura do nanossistema desenvolvido, MAGCIT-AM, 
que apresentou o formato esférico e tamanho médio de aproximadamente 34 nm obtido a partir 
do cálculo do perímetro de um grupamento de nanopartículas de diferentes micrografias, 
totalizando 500 partículas, correspondendo a 26 nm de diferença das análises de diâmetro 






Figura 12. Ultraestrutura e tamanho médio de MAGCIT-AM por meio de microscopia 
eletrônica de transmissão. (A) O nanossistema sintetizado exibe um formato arredondado e 
(B) um histograma de distribuição com tamanho médio de 34 nm. Barra de escala: 100 nm. 
A composição elementar química qualitativa de MAGCIT-AM, foi elucidada através 
da análise de EDS/EDX (espectroscopia de raios X por dispersão em energia), podendo ser 
detectados os elementos S, Fe, Na, Cl e O (figura 13).  
 
Figura 13. Gráfico da composição elementar química de MAGCIT-AM. A figura evidencia 
a detecção dos elementos Fe, S e Cl presentes no núcleo de maghemita e nas moléculas de azul 
de metilo adsorvidas, respectivamente.  
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5.2 FTIR, espectroscopia do UV-Visível e estudo fotofísico de MAGCIT-AM  
A análise de FTIR demonstra que ocorre uma interação eletrostática entre MAGCIT e 
AM. A comparação entre os espectros de MAGCIT-AM (vermelho) e MAGCIT (verde) 
confirma o deslocamento de +8cm-1 da banda de estiramento simétrico (COO-) da amostra de 
MAGCIT (1415,5 cm-1) para a amostra de MAGCIT-AM (1423,2 cm-1) (figura 14). 
 
Figura 14. Espectros de FTIR de AM livre (azul), de MAGCIT (verde) e de MAGCIT-
AM (vermelho). Deslocamento da banda de estiramento simétrico da amostra de MAGCIT 
para a amostra de MAGCIT-AM (seta preta).   
As amostras de azul de metileno (AM) livre, MAGCIT e MAGCIT-AM apresentaram 
diferentes absorbâncias pela técnica de UV-Vis. Em que é possível observar que a razão entre 
a banda de dímero (613 nm) pela do monômero (665 nm) do azul de metileno é diferente para 
AM livre (0,288) e para MAGCIT-AM (0,543) (figura 15), sugerindo uma agregação entre as 
moléculas de azul de metileno que estão se adsorvendo nas partículas. Para averiguar se o AM 
estava formando interações com o núcleo magnético, além das análises descritas anteriormente, 
foi realizada a soma dos espectros individuais de AM e MAGCIT obtendo a razão de 0,337 
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evidenciando a interação entre os compostos da partícula tendo em vista que esse valor não se 
iguala ao da formulação MAGCIT-AM.  
 
 
Figura 15. Espectroscopia de UV-Vis de azul de metileno livre (AM), de nanopartículas de 
maghemita associada ao citrato (MAGCIT) e de nanopartículas de maghemita associadas ao 
citrato e ao azul de metileno (MAGCIT-AM). (A) análises das amostras de AM e MAGCIT nas 
concentrações de (0,5, 0,75, 1,0, 1,5 e 2,5 µg/mL) (B) análises das amostras de AM e MAGCIT-
AM nas concentrações de (0,5, 0,75, 1,0, 1,5 e 2,5 µg/mL de MAGCIT). Razão entre a banda do 
dímero pela do monômero do AM é diferente para as amostras de AM livre e MAGCIT-AM, 
evidenciando a interação eletrostática entre o azul de metileno e o núcleo de maghemita. 
5.3 Estudo Fotofísico de MAGCIT-AM por meio de espectroscopia de absorção e 
de emissão 
Com o objetivo de avaliar como a fluorescência de MAGCIT-AM se comportava após 
a formulação, primeiramente, a amostra de AM livre foi excitada em diferentes comprimentos 
de onda (540 – 700 nm) revelando que a emissão máxima de AM em meio aquoso é em 685 
















































Figura 16. Espectroscopia de absorção e de emissão de azul de metileno livre. A emissão 
máxima de AM em meio aquoso é de 685 nm quando excitado em comprimento de onda de 
660 nm.  
Foi realizada a análise do efeito filtro na emissão de AM livre adicionando-se uma 
cubeta contendo diversas concentrações de MAGCIT entre o feixe de luz e a amostra de AM. 
Os resultados obtidos demonstram que a emissão do AM é inversamente proporcional ao 







Figura 17. Resultado do efeito filtro na emissão de AM livre. (A) Gráfico da intensidade de 
emissão em função da excitação com diversos comprimentos de onda (B) Equação da reta 
proveniente das análises do efeito filtro. A sigla AMAGUA corresponde a sobreposição com a 
cubeta preenchida com água e AMFILMAG a cubeta preenchida com variadas concentrações 
de MAGCIT (7,78; 5,84; 3,89; 2,92 e 1,94 mg/L). 
Após o estudo do efeito filtro, a amostra de AM foi associada, em solução, com 
diversas concentrações de MAGCIT (figura 18A). Os resultados sugerem que a supressão de 
fluorescência é majoritariamente devido a uma interação intermolecular considerando a troca 
de carga e a transferência de energia ocasionada pelo acoplamento dos compostos (figura 18B). 
Apesar da redução da fluorescência estar presente, essa supressão não retira por completo esse 








Figura 18. Efeito supressor na emissão de AM. (A) Gráfico da intensidade de emissão em 
função da excitação com diversos comprimentos de onda após a formulação com diferentes 
concentrações de MAGCIT, no gráfico representado por MAG (B) Comparação da reta de 
supressão sofrida pelo AM quando a amostra está em formulação ou em efeito filtro. 
5.4 Análise da citotoxicidade de AM livre, MAGCIT e MAGCIT-AM  
Como um passo extremamente importante para a aplicação da formulação 
desenvolvida na terapia do câncer, foram avaliadas a citotoxicidade in vitro de MAGCIT-AM 
em duas linhagens de carcinoma mamário (T-47D, MDA-MB-231), em uma linhagem de 
carcinoma de ovário (A2780) e em duas linhagens de células normais (HUVEC e HNTMC). 
As concentrações selecionadas para o tratamento (3,12, 1,56, 0,78 e 0,39 µg/mL) basearam-se 
na quantidade de AM adsorvido na superfície magnética. Com a finalidade de averiguar a 
ocorrência de uma possível interação entre o núcleo de maghemita e o azul de metileno para a 
morte celular, foi avaliado a viabilidade celular após o tratamento com os compostos separados, 
ou seja, AM livre (5,0; 2,5; 1,25; 0,625 µg/Ml) e MAGCIT. A partir dos resultados obtidos foi 
selecionada a concentração de 0,78 µg/mL com o tempo de tratamento de 48 horas para 
prosseguir com os demais experimentos.  
Para o estudo com MAGCIT foi utilizada apenas a concentração de maghemita 
escolhida para dar continuidade ao trabalho, ou seja, 3,84 µg/mL. Com esse ensaio foi possível 
averiguar o efeito colaborativo da associação entre AM livre e MAGCIT para todas as linhagens 
estudadas tendo em vista que não houve alteração estatisticamente significativa da viabilidade 




Os resultados obtidos através da análise por alamarBlueTM, mostram que MAGCIT-
AM apresenta toxicidade dose e tempo dependente nas linhagens estudadas, excluindo MDA-
MB-231 que se mostrou resistente para todos os tempos e doses aplicados.  
As linhagens tumorais, A2780 (figura 19) e T-47D (figura 20), mostraram-se mais 
sensíveis ao nanossistema desenvolvido, tendo em vista que apresentaram uma redução 
expressiva da viabilidade celular com todas ou com três de quatro das concentrações analisadas, 
respectivamente. Os resultados obtidos, para AM livre, com as linhagens tumorais, A2780 e T-
47D, demonstram que a redução da viabilidade celular ocorre apenas em concentrações 
superiores de AM às utilizadas em sua maneira conjugada, sugerindo a ocorrência de um efeito 
colaborativo entre o AM e MAGCIT estudados 
 
Figura 19. Avaliação da viabilidade celular por alamarBlueTM da linhagem A2780 após 24, 48 
e 72 horas de tratamento com AM livre, MAGCIT e MAGCIT-AM. Gráfico de viabilidade da 





24, 48 e 72 horas de tratamento. As barras representam a viabilidade celular em percentual para 
cada linhagem após os tratamentos nas concentrações indicadas. Os dados representam a média ± 
SEM de três experimentos independentes em triplicata *P<0,05; **P<0,01 e ****P<0.0001. 
*tratamento comparado ao controle NT. 
 
Figura 20. Avaliação da viabilidade celular por alamarBlueTM da linhagem T-47D após 24, 48 
e 72 horas de tratamento com AM livre, MAGCIT e MAGCIT-AM. Gráfico de viabilidade da 
linhagem T-47D após os tratamentos com (A) MAGCIT-AM, (B) AM livre e (C) MAGCIT após 
24, 48 e 72 horas de tratamento. As barras representam a viabilidade celular em percentual para 
cada linhagem após os tratamentos nas concentrações indicadas. Os dados representam a média ± 
SEM de três experimentos independentes em triplicata *P<0,05; **P<0,01 e ****P<0.0001. 






Em comparação, a linhagem MDA-MB-231 apresentou pouca ou nenhuma resposta 
ao tratamento, tendo 20% como sua maior porcentagem de redução da viabilidade celular obtida 
após 72 horas de tratamento com a concentração mais alta (3,12 µg/mL) (figura 21). Por fim, a 
linhagem MDA-MB-231, novamente, mostrou resultados bastante curiosos quando expostas a 
AM livre, que teve sua atividade mais evidenciada do que quando acoplado à MAGCIT.  
 
 
Figura 21. Avaliação da viabilidade celular por alamarBlueTM da linhagem MDA-MB-231 
após 24, 48 e 72 horas de tratamento com AM livre, MAGCIT e MAGCIT-AM. Gráfico de 
viabilidade da linhagem MDA-MB-231 após os tratamentos com (A) MAGCIT-AM, (B) AM livre 
e (C) MAGCIT após 24, 48 e 72 horas de tratamento. As barras representam a viabilidade celular 
em percentual para cada linhagem após os tratamentos nas concentrações indicadas. Os dados 
representam a média ± SEM de três experimentos independentes em triplicata *P<0,05; **P<0,01 





As linhagens não tumorais demonstraram ser mais resistentes ao tratamento MAGCIT-
AM em que, ambas obtiveram uma redução da viabilidade menos expressiva quando 
comparadas às células tumorais A2780 e T-47D (figuras 22 e 23). Para as linhagens não 
tumorais, os resultados referentes aos tratamentos com AM livre e MAGCIT foram antagônicos 
aos das células tumorais, ou seja, os níveis de citotoxicidade foram elevados com baixas 
concentrações de AM livre, demonstrando que a conjugação do fármaco com o núcleo 
magnético induz uma diminuição da citotoxicidade do mesmo para as linhagens controles. 
 
Figura 22. Avaliação da viabilidade celular por alamarBlueTM da linhagem HUVEC após 24, 
48 e 72 horas de tratamento com AM livre, MAGCIT e MAGCIT-AM. Gráfico de viabilidade 
da linhagem HUVEC após os tratamentos com (A) MAGCIT-AM, (B) AM livre e (C) MAGCIT 
após 24, 48 e 72 horas de tratamento. As barras representam a viabilidade celular em percentual 
para cada linhagem após os tratamentos nas concentrações indicadas. Os dados representam a média 
± SEM de três experimentos independentes em triplicata *P<0,05; **P<0,01 e ****P<0.0001. 






Figura 23. Avaliação da viabilidade celular por alamarBlueTM das células HNTMC após 24, 
48 e 72 horas de tratamento com AM livre, MAGCIT e MAGCIT-AM. Gráfico de viabilidade 
das células HNTMC após os tratamentos com (A) MAGCIT-AM, (B) AM livre e (C) MAGCIT 
após 24, 48 e 72 horas de tratamento. As barras representam a viabilidade celular em percentual 
para cada linhagem após os tratamentos nas concentrações indicadas. Os dados representam a média 
± SEM de três experimentos independentes em triplicata *P<0,05; **P<0,01 e ****P<0.0001. 
*tratamento comparado ao controle NT. 
5.5 Cálculo da Concentração Inibitória de 50% de AM livre e de MAGCIT-AM 
(IC50) 
Após as análises de viabilidade celular, foram calculados os IC50 de AM livre e de 
MAGCIT-AM, para todos os tempos, nas cinco linhagens estudadas. Para a linhagem MDA-





determinada, pois o valor do IC50 estava fora do intervalo das concentrações testadas, ou seja, 
superior a 3,12 µg/mL. Para as demais linhagens (T-47D, A2780, HUVEC e HNTMC) observa-
se que, o valor de IC50 diminui com o tempo corroborando com a análise tempo dependente 
observado com o ensaio de viabilidade celular (tabela 2). 
Tabela 2. Concentração inibitória de 50% de MAGCIT-AM das linhagens MDA-MB-231, 
A2780, T-47D, HUVEC e HNTMC nos tempos de 24, 48 e 72 horas. 
Tempo 24h 48h 72h 
MDA-MB-231 > 3,12 µg/mL > 3,12 µg/mL > 3,12 µg/mL 
A2780 0,53 µg/mL 0,25 µg/mL 0,08 µg/mL 
T-47D 0,69 µg/mL 0,59 µg/mL 0,57 µg/mL 
HUVEC 1,55 µg/mL 1,40 µg/mL 1,01 µg/mL 
HNTMC 1,86 µg/mL 1,01 µg/mL 1,24 µg/mL 
 
Os valores obtidos pelo cálculo do IC50 após o tratamento com AM livre revelam que, 
para a linhagem A2780, a concentração inibitória é superior quando comparada aos resultados 
analisados para MAGCIT-AM (Tabela 3), em contrapartida, para T-47D os valores aumentam 
no tempo de 24 horas e decrescem expressivamente nos tempos de 48 e 72 horas. Para as células 
tumorais MDA-MB-231, diferentemente de MAGCIT-AM, foram possíveis obter os resultados 
referentes a essa análise, em que o AM mostrou ser mais citotóxico em sua forma livre do que 
associada.  
As linhagens não tumorais exibem valores reduzidos de IC50 para AM livre quando 
comparados aos valores obtidos com o nanossistema, com exceção da linhagem HUVEC no 







Tabela 3. Concentração inibitória de 50% de AM livre das linhagens MDA-MB-231, 
A2780, T-47D, HUVEC e HNTMC nos tempos de 24, 48 e 72 horas. 
Tempo 24h 48h 72h 
MDA-MB-231 0,96 µg/mL 0,58 µg/mL 1,01 µg/mL 
A2780 1,11 µg/mL 0,38 µg/mL 0,27 µg/mL 
T-47D 3,37 µg/mL 0,81 µg/mL 0,33 µg/mL 
HUVEC 2,73 µg/mL 0,17 µg/mL 0,41 µg/mL 
HNTMC 0,60 µg/mL 0,44 µg/mL 0,56 µg/mL 
 
5.6 Avaliação das alterações morfológicas decorrentes do tratamento com 
MAGCIT-AM  
O nanossistema MAGCIT-AM foi capaz de induzir alterações morfológicas nas 
linhagens tumorais estudadas. É possível observar nas imagens obtidas por microscopia de luz, 
a internalização das nanopartículas assim como a diminuição do número de células aderidas. 
As linhagens T-47D (figura 24) e A2780 (figura 25) sofreram alterações mais significativas 
quando comparadas a MDA-MB-231 (Figura 26), onde verifica-se redução no tamanho das 
células, perda dos pontos de adesão focal e das projeções citoplasmáticas característicos, 






Figura 24. Avaliação morfológica da linhagem A2780 após 6, 24 e 48 horas de tratamento 
com MAGCIT-AM por microscopia de luz. As células foram tratadas com o nanossistema 
na concentração de 0,78 µg/mL. As setas indicam a internalização de MAGCIT-AM pelas 
células tratadas. As colunas representam o tempo de tratamento e as linhas os controles 
negativos e o MAGCIT-AM. Barra de escala: 50 µm 
 
Figura 25. Avaliação morfológica da linhagem T-47D após 6, 24 e 48 horas de tratamento 
com MAGCIT-AM por microscopia de luz. As células foram tratadas com o nanossistema 
na concentração de 0,78 µg/mL. As setas indicam a internalização de MAGCIT-AM pelas 
células tratadas. As colunas representam o tempo de tratamento e as linhas os controles 




Figura 26. Avaliação morfológica da linhagem MDA-MB-231 após 6, 24 e 48 horas de 
tratamento com MAGCIT-AM por microscopia de luz. As células foram tratadas com o 
nanossistema na concentração de 0,78 µg/mL. As setas indicam a internalização de MAGCIT-
AM pelas células tratadas. As colunas representam o tempo de tratamento e as linhas os 
controles negativos e o MAGCIT-AM. Barra de escala: 50 µm 
As alterações morfológicas pós-tratamento também estiveram presentes em células 
não tumorais (HUVEC e HNTMC), porém ocorreram em menor intensidade, evidenciando uma 






Figura 27. Avaliação morfológica da linhagem HUVEC após 6, 24 e 48 horas de 
tratamento com MAGCIT-AM por microscopia de luz. As células foram tratadas com o 
nanossistema na concentração de 0,78 µg/mL. As setas indicam a internalização de MAGCIT-
AM pelas células tratadas. As colunas representam o tempo de tratamento e as linhas os 
controles negativos e o MAGCIT-AM. Barra de escala: 50 µm 
 
Figura 28. Avaliação morfológica da linhagem HNTMC após 6, 24 e 48 horas de 
tratamento com MAGCIT-AM por microscopia de luz. As células foram tratadas com o 
nanossistema na concentração de 0,78 µg/mL. As colunas representam o tempo de tratamento 
e as linhas os controles negativos e o MAGCIT-AM. As setas indicam a internalização de 
MAGCIT-AM pelas células tratadas. Barra de escala: 50 µm 
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Pela microscopia eletrônica de varredura foi possível evidenciar, no grupo tratado, a 
perda da quantidade e dos pontos de adesão das células tumorais. As imagens permitem 
observar alterações morfológicas na superfície celular que, após o tratamento, adquiriu um 
aspecto mais arredondado e rugoso quando comparado ao controle. Na figura 29 é possível 
observar que as células de carcinoma de ovário reduzem de tamanho, já a linhagem de 
adenocarcinoma mamário (T-47D) sofre modificação em sua morfologia celular padrão 
observada em controles não tratados, sendo possível observar células com tamanhos e 





Figura 29. Avaliação morfológica por microscopia eletrônica de varredura das linhagens 
A2780, MDA-MB-231 e T-47D após 48 horas de tratamento com MAGCIT-AM. As 
células foram tratadas com o nanossistema na concentração de 0,78 µg/mL. As setas indicam 
os pontos de adesão celular que estão mais evidentes nas células não tratadas. As cabeças de 
setas indicam as alterações na superfície celular. As colunas representam o tempo de tratamento 
e as linhas os controles negativos e o MAGCIT-AM. Barra de escala: 10 µm 
5.7 Avaliação da capacidade de formação de colônias e recuperação celular das 
células tratadas MAGCIT-AM 
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O ensaio para avaliar a capacidade de formação de colônia posterior ao tratamento 
com o nanossistema, revelou que MAGCIT-AM interferiu expressivamente na formação de 
novas colônias das linhagens tumorais A2780 e T-47D (figura 30).  
 
Figura 30. Efeito do tratamento com MAGCIT-AM na capacidade de formações de 
colônias das células A2780 e T-47D As células foram tratadas com o nanossistema a 0,78 
µg/mL de AM por 48 horas. Após esse tempo, 10³ células que sobreviveram ao tratamento 
foram replaqueadas em placas de 6 poços. Barra de referência 2 mm. 
Nas células MDA-MB-231, HUVEC e HNTMC foram avaliados apenas os parâmetros 
de recuperação celular, tendo em vista que nenhuma das células estudadas formam colônias em 
sua forma não tratada. Na figura 31 é possível evidenciar que as células HUVEC sofreram uma 
maior ação à MAGCIT-AM do que as HNTMC, porém, apesar de estar presente, essa redução 
da proliferação celular não foi tão expressiva como a que ocorreu nas linhagens tumorais A2780 





Figura 31. Efeito do tratamento com MAGCIT-AM na capacidade de recuperação celular 
de HUVEC, HNTMC e MDA-MB-231. As células foram tratadas com o nanossistema a 0,78 
µg/mL de AM por 48 horas. Após esse tempo, 10³ células que sobreviveram ao tratamento 
foram replaqueadas em placas de 6 poços. Barra de referência 2 mm. 
5.8 Internalização de MAGCIT-AM por vias endocíticas 
A investigação dos diferentes mecanismos de endocitose envolvidos na internalização 
de MAGCIT-AM pelas linhagens estudadas foi realizada com o auxílio de inibidores de 
diferentes vias endocíticas. Observando a figura 32, verifica-se que todas as linhagens exibiram 
resultados estatisticamente significativos para o inibidor de endocitose mediada por clatrina 
(Óxido de fenilarsina), evidenciando que esse mecanismo de internalização celular é importante 
para o tratamento com o nanossistema  
As linhagens A2780, T-47D, HUVEC exibiram resultados significativos ao serem pré-
tratadas com o inibidor de pinocitose (citocalasina D) assim como a MDA-MB-231 que, além 
de internalizar MAGCIT-AM pelas vias citadas anteriormente, a via endocítica mediada por 




Figura 32. Efeito da inibição de vias de endocitose sobre a internalização de MAGCIT-
AM por 6 horas. (A) A2780, (B) T-47D, (C) MDA-MB-231, (D) HUVEC e (E) HNTMC As 
células foram previamente tratadas com os inibidores citocalasina D (pinocitose), nistatina 
(caveolina), óxido de fenilarsina (clatrina) e 4 ºC (vias com a utilização de ATP). As barras 
representam a intensidade relativa de internalização para cada linhagem após tratamento com 
MAGCIT-AM na concentração de 0,78 µg/mL de AM por 6 horas. As análises foram realizadas 
em citômetro de fluxo. Os dados representam a média ± SEM de três experimentos 
independentes em triplicata. **P<0,01; ***P<0,001 e ****P<0.0001. Estatística referente ao 













5.9 Alterações no perfil do ciclo celular de células A2780, T-47D, MDA-MB-231, 
HUVEC e HNTMC decorrente do tratamento com MAGCIT-AM 
Para avaliar se MAGCIT-AM influencia na progressão do ciclo celular, as células 
foram tratadas por 24 horas com a dose de IC50 e, passado esse período receberam a marcação 
com iodeto de propídio (PI) para análise em citômetro de fluxo. A marcação com PI, um 
marcador intercalante de DNA fluorescente, é diretamente proporcional à quantidade de DNA 
intracelular, permitindo a quantificação das populações celulares presentes em G0/G1, em 
G2/M e aquelas que estão em fase S.  
Os resultados obtidos através dessa análise revelam que, para as linhagens tumorais, o 
tratamento com MAGCIT-AM altera, mas de forma não estatisticamente significativo, a fase 
G1 do ciclo, reduzindo a quantidade de células estacionadas nesse período. A linhagem T-47D 
mostrou resultados significativos para a fase S, que teve sua porcentagem aumentada em relação 
ao controle não tratado. As linhagens não tumorais não demonstraram resultados significativos 
na alteração do ciclo celular após o tratamento com MAGCIT-AM, apenas ocorreu uma 



















Figura 33. Avaliação do ciclo celular em células A2780, T-47D, MDA-MB-231, HUVEC e 
HNTMC tratadas com MAGCIT-AM (IC50, 24 horas). (A) Histograma representativo das 
fases do ciclo celular pré e pós tratamento com o nanossistema (B) Quantificação do percentual 
de células em cada fase do ciclo celular. Os dados representam três experimentos 
independentes, n=1, expressos como porcentagem média de células em cada fase do ciclo 
celular ± SEM. *** P<0,001. 





Para o estudo do tipo de morte celular causada por MAGCIT-AM, utilizou-se a 
concentração de 0,78 µg/mL de AM. Após o tempo de incubação, 48 horas de tratamento, as 
células foram marcadas com Anexina-V e PI, marcadores que permitem avaliar subpopulações 
de células viáveis, em apoptose inicial, em necrose e em morte celular lítica.  
Os resultados obtidos revelam que o tratamento induz, prioritariamente, a morte 
celular lítica em uma grande porcentagem de células A2780 e T-47D, que também possui uma 
pequena porcentagem (aproximadamente 20%) de morte induzida por necrose. A linhagem 
MDA-MB-231 demonstrou ser resistente ao tratamento exibindo uma pequena porcentagem de 
células mortas (aproximadamente 29,5% do total) com o perfil de morte por necrose 
correspondendo a 14% (figura 34). 
As análises referentes às linhagens não tumorais revelam que MAGCIT-AM induz a 
morte por necrose, 29%, e por morte celular lítica, 12,8%, em células HUVEC. Já em células 
HNTMC a maior porcentagem de morte corresponde a apoptose inicial, aproximadamente 28% 




















Figura 34. Avaliação do perfil de morte celular induzido por MAGCIT-AM (0,78 µg/mL, 
48 horas) em células A2780, T-47D, MDA-MB-231, HUVEC e HNTMC. (A) Distribuição 
das populações celulares de acordo com o perfil das marcações. Quadrante inferior esquerdo 
corresponde às células viáveis, inferior direito às células em apoptose inicial, superior esquerdo 
às células necróticas e superior direito às mortes celulares líticas. (B) Representação gráfica dos 
perfis de morte celular com análise estatística. **P<0,01; ***P<0,001 e ****P<0.0001 





5.11 Produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) pelas linhagens celulares em 
decorrência do tratamento com MAGCIT-AM 
Tendo em vista que AM possui um potencial terapêutico voltado à produção de EROs 
(Santos, 2018), a quantificação da produção dessas espécies reativas é de importância para o 
entendimento do mecanismo de ação do nanossistema desenvolvido. Para esse estudo, as 
células foram marcadas com DCFCDA, um reagente que se torna fluorescente após entrar em 
contato com EROs. Com um controle não tratado obteve-se os níveis celulares basais de EROs 
que foram comparados aos valores adquiridos após o tratamento com MAGCIT-AM à 
concentração de 0,78 µg/mL de AM por 6, 24 e 48 horas. Assim como no estudo de viabilidade 
celular, foi realizado um ensaio de quantificação da produção de EROs com os compostos em 
suas formas não associadas, ou seja, AM livre e MAGCIT. 
Na figura 35 observa-se que nas células A2780, a produção de EROs apresenta maior 
pico após 24 horas de tratamento com MAGCIT-AM. Já a comparação dos resultados de AM 
livre e MAGCIT-AM revela que, para esta linhagem, não ocorre diferença significativa entre 
os valores obtidos. Diferentemente da linhagem mencionada acima, observa-se que nas células 
T-47D ocorre um pico de produção de EROs nas primeiras 6 horas decorrente do tratamento 
com MAGCIT-AM, que decresce ao longo das próximas 24 e 48 horas, para o tratamento com 
os compostos não associados, AM livre mostrou ser mais eficaz para a produção de espécies 







Figura 35. Produção de EROs pela linhagem A2780 após tratamento com MAGCIT-AM (0,78 
µg/mL de AM), AM livre e MAGCIT analisados por espectrofotometria. Os dados representam 
medições com a utilização do reagente DCFCDA e análise por espectrofotometria. Resultados 
referentes à três experimentos independentes, n=3, expressos como média da intensidade relativa 
de EROs celular ± SEM. com análise estatística. *P<0,05; **P<0,01 e ****P<0,0001 comparado 
ao controle não tratado. 
 
Figura 36. Produção de EROs pela linhagem T-47D após tratamento com MAGCIT-AM (0,78 
µg/mL de AM), AM livre e MAGCIT analisados por espectrofotometria. Os dados representam 
medições com a utilização do reagente DCFCDA e análise por espectrofotometria. Resultados 
referentes à três experimentos independentes, n=3, expressos como média da intensidade relativa 




Analisando os resultados obtidos, observa-se que, assim como na linhagem A2780, as 
células MDA-MB-231, apesar de não reduzir sua viabilidade, possuem um pico de produção 
de EROs após 24 horas de tratamento e aumentam mais significativamente a produção dessas 
espécies reativas após o tratamento com MAGCIT-AM do que com o composto AM livre em 
todos os tempos estudados (figura 37).  
 
Figura 37. Produção de EROs pela linhagem MDA-MB-231 após tratamento com MAGCIT-
AM (0,78 µg/mL de AM), AM livre e MAGCIT analisados por espectrofotometria. Os dados 
representam medições com a utilização do reagente DCFCDA e análise por espectrofotometria. 
Resultados referentes à três experimentos independentes, n=3, expressos como média da intensidade 
relativa de EROs celular ± SEM. com análise estatística.****P<0,0001 comparado ao controle não 
tratado. 
As análises referentes às células não tumorais demonstram que, para HUVEC, o pico 
de produção de EROs ocorre nas primeiras 6 horas após o tratamento com MAGCIT-AM, fato 
diferente para as células HNTMC, em que se observa o maior pico no tempo de 24 horas. O 
composto livre, em comparação com MAGCIT-AM, elevou a quantidade de produção de 
espécies reativas de oxigênio no tempo de 48 horas para a linhagem HUVEC. Já para as células 
HNTMC não se observou, para esse tratamento, alteração significativa em nenhum dos tempos 




Figura 38. Produção de EROs pela linhagem HUVEC após tratamento com MAGCIT-AM 
(0,78 µg/mL de AM), AM livre e MAGCIT analisados por espectrofotometria. Os dados 
representam medições com a utilização do reagente DCFCDA e análise por espectrofotometria. 
Resultados referentes à três experimentos independentes, n=3, expressos como média da intensidade 
relativa de EROs celular ± SEM. com análise estatística.****P<0,0001 comparado ao controle não 
tratado. 
 
Figura 39. Produção de EROs pelas células HNTMC após tratamento com MAGCIT-AM 
(0,78 µg/mL de AM), AM livre e MAGCIT analisados por espectrofotometria. Os dados 
representam medições com a utilização do reagente DCFCDA e análise por espectrofotometria. 
Resultados referentes à três experimentos independentes, n=3, expressos como média da intensidade 




Para a visualização da produção de EROs pelas linhagens tumorais, foi realizada a 
análise em microscópio de fluorescência após a marcação com DCFCDA nas células não 
tratadas e tratadas com MAGCIT-AM (0,78 µg/mL de AM) por 6 horas (figura 40). Analisando 
as imagens, observa-se que as células não alteram a morfologia, mesmo aquelas que receberam 
o tratamento, tendo em vista que o tempo de incubação de 6 horas não é o suficiente para 
provocar essas mudanças. Em comparação é possível visualizar o aumento expressivo na 
produção de EROs após esse tempo em todas as linhagens, corroborando com os resultados 



















Figura 40. Produção de EROs nas linhagens tumorais tratadas e não tratadas com 









MAGCIT-AM a concentração de 0,78 µg/mL de AM por 6 horas ou não receberam o tratamento 
(controle). A marcação foi realizada com o reagente DCFCDA (verde) para EROs e com DAPI 
(azul) para o DNA. As imagens foram adquiridas em microscópio de fluorescência. Barra de 





A eliminação de células tumorais sem que ocorra danos às células normais vem sendo 
o principal desafio no tratamento do câncer (WANG et al., 2014). A distribuição não 
direcionada e a rápida eliminação dos fármacos pelo organismo leva à administração de 
elevadas doses terapêuticas para promover um bom prognóstico ao paciente, ocasionando 
diversos efeitos adversos como, neurotoxicidade, anorexia, fadiga muscular, neutropenia, entre 
outros (Gilliam & St Clair, 2011; Hashiguchi et al., 2015).  
Nesse contexto, métodos de tratamento não invasivos e que apresentem uma maior 
especificidade para as células neoplásicas, como a nanobiotecnologia, têm sido importantes 
focos de estudos na comunidade científica. O desenvolvimento de materiais nanoestruturados 
para o combate ao câncer vêm se destacando por exibir algumas características vantajosas, 
como o diagnóstico precoce e a entrega direcionada de fármacos (Goldberg, 2019). As 
nanopartículas magnéticas. (NPMs) possuem um vasto campo de aplicações biomédicas, sendo 
utilizadas preferencialmente para o tratamento e o diagnóstico do câncer (Lopes, 2012; Rafique 
et al., 2019). Diante das vantagens encontradas no desenvolvimento de nanossistemas 
magnéticos, foi escolhido para esse trabalho a síntese de NPMs sendo formada por um núcleo 
constituído de maghemita e ácido cítrico funcionalizada com um corante histológico, o azul de 
metileno (AM).  
A busca pela produção de nanomateriais para o tratamento direcionado e erradicação 
de células neoplásicas vem motivando diversos trabalhos em nosso grupo de pesquisa. Dos 
nanossistemas desenvolvidos anteriormente, diversos deles têm mostrado eficiência na entrega 
direcionada de drogas, na morte de células tumorais e na ablação de tumores em modelos 
animais (Carneiro et al., 2011; Chaves et al., 2017; Rocha et al., 2017; Andrade, 2018 Santos 
et al., 2018). A nanopartícula desenvolvida no presente estudo mostrou-se estável ao longo dos 
experimentos e qualificada para a realização dos testes celulares, tendo em vista que a ligação 
eletrostática entre o núcleo magnético e o azul de metileno foi observada pelos resultados de 
FTIR. Os resultados negativos de potencial zeta favorece a endocitose do nanomaterial por 
diversas vias, além de manter fisicamente o sistema estável por repulsão eletrostática (Harush 
et al., 2008; Fröhlich, 2012). Com a análise do efeito fotofísico, foi possível comprovar uma 
redução na fluorescência do azul de metileno após sua conjugação com o núcleo de maghemita, 
porém, esse sinal não é completamente suprimido, permitindo ainda que o material seja 
utilizado em estudos que explorem essa propriedade.  
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A eficiência do fluido desenvolvido no presente trabalho como um carreador de drogas 
antitumorais poderia ser aumentada ao se explorar o fato do agente utilizado, azul de metileno, 
ser fotooxidante, ou seja, possui a capacidade de ser aplicado em terapias fotodinâmicas 
(Tardivo et al., 2005; Santos et al., 2018). A terapia fotodinâmica surgiu como uma modalidade 
promissora de terapia contra o câncer envolvendo a combinação de três componentes: 
fotossensibilizador, luz de comprimento de onda específico e o oxigênio presente nos tecidos 
e/ou células para a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) (Castano et al., 2006; 
Santos et al., 2018).  
Além de promissor para o tratamento do câncer, o nanossistema desenvolvido também 
poderia ser utilizado no diagnóstico por imagem. Segundo Johannsen et al., (2007) 
aproximadamente 90% das nanopartículas injetadas em tecidos são detectadas pela tomografia 
computadorizada, permitindo uma análise mais precisa. Entretanto a aplicação em detecção por 
imagem mais estudada para NPMs é a ressonância magnética, tendo em vista que são 
biocompatíveis e apresentam um maior tempo de circulação do que o agente de contraste 
comumente utilizado (Kim et al, 2011). Estudos in vivo, comprovam a eficiência de NPMs em 
ressonância magnética tanto após a injeção endovenosa como intraperitoneal (Kou et al., 2008; 
Cho eu al., 2010).  
Após a síntese e caracterização da nanopartículas, foi realizada a avaliação da possível 
citotoxicidade de MAGCIT-AM em células tumorais de mama (MDA-MB-231 e T-47D) e de 
ovário (A2780) e em células normais (HUVEC e HNTMC) tendo em vista que esse tipo de 
estudo é um quesito indispensável para o desenvolvimento de novos materiais com aplicações 
biomédicas (Ankamwar et al., 2010; Sliwka et al., 2016). O teste de viabilidade celular 
demonstrou que as linhagens tumorais A2780 e T-47D foram mais sensíveis ao tratamento 
quando comparadas com as linhagens MDA-MB-231, HUVEC e HNTMC, além de elucidar 
sua toxicidade dose e tempo dependente. As linhagens não tumorais sofreram uma pequena 
redução em seus parâmetros de viabilidade, porém, esse decréscimo não passou de 60% para a 
concentração escolhida (0,78 µg/mL de AM), sugerindo uma possível biocompatibilidade e 
seletividade para as células tumorais. Na literatura científica, tem se observado que 
nanopartículas magnéticas podem ser consideradas biocompatíveis e não provocarem queda de 
viabilidade em células cultivadas com uma concentração de ferro de até 10 µg/mL (Ankamwar 
et al., 2010), fato que corrobora com os resultados encontrados após os testes com MAGCIT 
realizado no presente trabalho. Além da importância no estudo do núcleo magnético, há 
diversas evidências que mostram que o azul de metileno possui seletividade tumoral e pode 
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levar a morte celular pela elevada produção de EROs, que induzem a apoptose e/ou necrose 
celular decorrente do estresse oxidativo (Tardivo et al., 2005; Santos et al., 2017; Qi et al., 
2019).  
Foi demonstrado também, que a concentração inibitória de 50% (IC50) obtida para 
MAGCIT-AM em células tumorais, A2780 e T-47D, foram menores que as apresentadas pelo 
azul de metileno não associado, sugerindo um efeito colaborativo entre o núcleo magnético e o 
AM para a redução da viabilidade celular, perfil antagonicamente encontrado em células 
normais (HUVEC e HNTMC). Esse aspecto é considerado favorável tendo em vista que 
diversos agentes utilizados para o combate ao câncer apresentam alta citotoxicidade para as 
células normais (Wang et al., 2014).  
Por citometria de fluxo foi possível concluir que a morte celular lítica e a necrose são 
os principais tipos de morte celular causadas pelo nanossistema, fato interessante a ser estudado 
com o objetivo de ativação do sistema imunológico para o tratamento do câncer. Estudos atuais 
demonstram a importância da atuação do sistema imune para a terapia do câncer, tendo em vista 
que o melhor tratamento para essa doença não consiste apenas na erradicação do tumor 
primário, mas também na ativação do sistema imunológico para reconhecer, rastrear e destruir 
todas as células tumorais remanescentes que estejam localizadas próximas ao local do tumor 
primário ou nas micrometástases ao longo do corpo do paciente (Castano et al., 2006; Goldberg, 
2019). A destruição de células tumorais por meio da indução de apoptose e necrose é um aspecto 
importante quando se aborda sobre a utilização das células imunológicas em terapias anti-
tumorais, tendo em vista que, no caso da necrose, os constituintes citosólicos que extravasam 
para o ambiente extracelular através do dano à membrana plasmática provocam um processo 
inflamatório mais robusto do que na morte celular programada, em que esses produtos são 
isolados com segurança pela membrana intacta que persistem em células apoptóticas (Castano 
et al., 2006).  
A elevada produção de EROs obtidos nos experimentos realizados ao longo do 
trabalho, demostra o grande potencial do nanossistema desenvolvido para o combate ao câncer. 
Assim como o azul de metileno utilizado na funcionalização do núcleo magnético, MAGCIT, 
partículas constituídas por maghemita Fe3O4 também demonstraram-se como produtoras de 
EROs, levando ao estresse oxidativo celular. Fato que corrobora com os dados obtidos no 
trabalho, em que se observa um efeito colaborativo entre MAGCIT e AM na indução da morte 
de células tumorais (Nel et al., 2009). Diversos autores evidenciam o importante papel das 
espécies reativas de oxigênio na contribuição direta da morte de células tumorais, no 
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desligamento da vasculatura tumoral e no combate de micrometástases por meio da indução de 
vias de transdução de sinais que estão relacionadas com a ativação de células dendríticas 
(Tacken et al., 2007; Liou & Storz, 2010; Marrache et al., 2013; Qi et al., 2019). O 
fotossensibilizante utilizado durante o estudo não ocasionou diferença significativa no ciclo 
celular das células utilizadas, sugerindo que o estresse oxidativo foi a principal causa da morte 
celular observada ao longo dos experimentos de citotoxicidade das células tumorais, 
corroborando com os resultados encontrados por Gutter et al. (1976) que aborda sobre a 
migração do AM para o núcleo apenas após a ativação por luz de comprimento de onda 
específico.  
As análises de microscopia de luz e citometria de fluxo permitiram confirmar a 
internalização de MAGCIT-AM por todas as linhagens estudadas, sendo a clatrina sua principal 
via de endocitose. Os mecanismos de endocitose envolvidos na internalização celular de 
nanopartículas ainda estão sendo discutidos na comunidade científica, onde se observam 
trabalhos controversos acerca da relação entre o tamanho e as vias envolvidas. Alguns estudos 
sustentam que a internalização de partículas com diâmetros similares aos encontrados em 
MAGCIT-AM (~50 nm) ocorre pela via da clatrina já, quando esse tamanho se torna superior 
(~250 nm), a caveolina se torna o caminho predominante para a endocitose, dados que 
corroboram com o presente trabalho (Nel et al., 2009; Suen & Chau, 2013). Entretanto, esses 
resultados entram em conflito com outros trabalhos, em que as estimativas de diâmetros entre 
50-80 nm e 120 nm correspondem a internalização por caveolina e clatrina, respectivamente 
(Conner & Schimid, 2003). Além do tamanho, outro fato que corrobora com a via de 
internalização encontrada é o sítio de localização lisossomal do azul de metileno (Tardivo et 
al., 2005), reforçando a via da clatrina como a principal via envolvida na endocitose de 
MAGCIT-AM, tendo em vista que a via da clatrina resulta principalmente no alcance 
lisossomal e na reciclagem para a superfície celular (Benmerah & Luzamaze, 2007). 
Um fato importante a ser considerado no desenvolvimento do trabalho é a falta de 
atividade de MAGCIT-AM na linhagem MDA-MB-231 que, apesar de ser possível observar a 
internalização da nanopartícula por meio de microscopia de luz e de citometria, essa linhagem 
não obteve uma redução expressiva da sua viabilidade celular em nenhum dos tempos e das 
concentrações estudadas. Com as análises de IC50, observa-se que o composto AM não 
conjugado possui uma maior atividade na citotoxicidade quando comparado ao nanossistema 
desenvolvido apesar dos perfis de produção de espécies reativas de oxigênio para esses dois 
tratamentos serem semelhantes. Os resultados obtidos para MDA-MB-231 sugere a necessidade 
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de um estudo mais aprofundado acerca dos possíveis mecanismos envolvidos em sua resistência 
por MAGCIT-AM.  
Em resumo, os resultados obtidos nesse estudo disponibilizam evidências sobre a 
utilização de nanopartículas magnéticas acopladas ao azul de metileno para o possível 
tratamento do câncer de mama e de ovário. O nanossistema desenvolvido (MAGCIT-AM) foi 
capaz de elevar a produção de espécies reativas de oxigênio ocasionando a morte celular 
necrótica e apoptótica de duas das três células tumorais estudadas. MAGCIT-AM apresentou 
uma importante atividade oxidativa contra células T-47D e A2780, com baixa citotoxicidade 
para as células normais, revelando uma grande vantagem sobre os fármacos atualmente 
utilizados no combate dessa doença. Desse modo, a composição do nanossistema desenvolvido 
além de apresentar resultados promissores na citotoxicidade de células tumorais, também pode 
se tornar um importante agente de diagnóstico precoce e de ativação do sistema imunológico 
para o reconhecimento e combate de células tumorais localizadas próximas ao tumor primário 





Com base nos resultados obtidos neste trabalho é possível concluir que: 
• A nanopartícula desenvolvida apresentou diâmetro hidrodinâmico de 60,93 nm e potencial 
zeta de -20,9, valores que contribuem com sua internalização celular e estabilidade ao 
longo do tempo observado; 
• A eficácia na conjugação do azul de metileno ao núcleo magnético foi observada pela 
técnica de FTIR, evidenciando uma interação eletrostática; 
• A ligação entre o núcleo de MAGCIT e o composto AM ocasiona a troca de carga e a 
transferência de energia entre os compostos levando a uma diminuição da fluorescência do 
azul de metileno, porém esse fato não retira por completo o sinal, possibilitando que essa 
propriedade ainda seja explorada em outros experimentos;  
• As linhagens A2780 e T-47D mostraram-se mais sensíveis ao nanossistema, apresentando 
uma redução expressiva da viabilidade celular (~60%); 
• As linhagens não tumorais demonstraram ser mais resistentes ao tratamento MAGCIT-AM 
em que foi possível observar apenas uma redução máxima de aproximadamente 40% na 
concentração selecionada (MAGCIT-AM com 0,78µg/mL de AM); 
• As análises com os compostos não acoplados (MAGCIT e AM livre) demonstram que, 
para as linhagens A2780 e T-47D, a nanopartícula se mostra mais eficaz ocasionando uma 
maior morte celular, fato antagônico para as células normais, em que os compostos livres 
são mais citotóxicos;  
• Por microscopia de luz e de varredura foi possível observar que MAGCIT-AM induz 
alterações morfológicas nas linhagens tumorais estudadas, como perda dos 
prolongamentos citoplasmáticos e aumento na rugosidade da superfície celular; 
• MAGCIT-AM interfere na recuperação celular após o tratamento, interferindo na posterior 
formação de colônias pelas células tumorais T-47D e A2780; 
• O principal mecanismo envolvido na internalização de MAGCIT-AM é a clatrina em todas 
as linhagens estudadas observado por citometria de fluxo; 
• O nanossistema não foi capaz de alterar significativamente, com exceção da linhagem T-
47D, o perfil do ciclo celular nas células estudadas; 
• Os dois mecanismos de morte ocasionado MAGCIT-AM são a morte celular lítica e a 
necrose, contribuindo com posteriores trabalhos voltados para a ativação do sistema 
imunológico pelo nanossistema; 
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• A nanopartícula eleva a produção de EROs nas linhagens tumorais estudadas, ocasionando 
um estresse oxidativo conhecido por ocasionar morte celular; 






As perspectivas propostas para a continuidade deste trabalho são: 
• Avaliar os mecanismos envolvidos na resistência da célula MDA-MB-231; 
• Associação de MAGCIT-AM à terapia fotodinâmica e posterior avaliação da diferença 
entre o tratamento irradiado e não-irradiado em células tumorais; 
• Investigar a atividade de MAGCIT-AM na ativação do sistema imunológico in vivo;  
• Avaliar in vivo os efeitos da terapia mediada por MAGCIT-AM por meio de análises 
clínicas, bioquímicas, hematológicas assim como a regressão tumoral e sobrevida de 
camundongos;  
• Investigar a relação entre os mecanismos antioxidantes e o tratamento com MAGCIT-AM 
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